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الحقدمة 


نه دواعی سروري »وقد 3 الله عز وجل نعمته وأنجزنا هذا الكتاب ا 
أضعه بين يدي طلبتنا الأعزاء وأعضاء هيئة التدريس فى الجامعات للاستفادة عا 
حفلت ره فصوله من علوم ومعارف الهندسة الوراثية معظم طرقها وتقنياتها : 

إن الهندسة الوراثية وكما هو معروف لدى الجميع أحد أهم إنجازات العلم فى 
من نواحی الحياة وأصبحت لدی دول العالم شرکات متخحصصة فی منتحات 
الهندسة الوراثية حجني من ورائها مبالغ ضخمة وتقيم مشاريع صناعية وزراعية وصحية 
كبيرة لأجل الاستفادة من نتائج هذه المعرفة . 

وحري بنا -نحن اء العروبة- أن ل نبقی مجرد مستهلكين لعلوم عصرنا وأن 
الذي قام به اجدادتا . 
اما عن الح الاد لأ جغل الخارفات اة وا كر و فرحا وعدت في ذلك 
فى جامعات مختلفة أو من خلال الأ بحاث العلمية التطبيقية منها والنظرية . 

زق سيل أن بكرن هذا الكتان غرنا للظلبة والبان ما يجهل اشخان هذا 
العلم الغريز في مادته فقد جاءت كل مسألة أو موضوعة مزودة برسوم توضيحية 
وببعض الابحاث العلمية الشخحصية مع نتائجها وكيفية تحليلها كي أعبد الطريق لمن 
أراد السير فيه . 
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لقد وضع هذا الجهد المتواضع ليوفر القاعدة النظرية والعملية للهندسة الوراثية 
وليتناسب مع طلبة علوم الحياة في كليات العلوم والتربية والعلوم المساندة وطلبة 
الزراعة والكيمياء والطب البيطري لصلته الوثيقة باختصاصهم . كما عكن الاستفادة 
منه في التقنيات الصحية والطبية لا له من أهمية في ذلك . 


وفي الختام . . أقدم الشكر والتقدير لدار الشروق للنشر والتوزيع لتبنيها نشر هذا 
تاريخنا العلمي العربي الذي قدم خدمات جليلة للانسانية لا تعحى أبد الدهر . 


ومن الله التوفيق 


المؤلف 


مدمه 


أهمية الهندسة الوراثية 


ام 
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أولاً: عزل المورث المطلوب وريطه إلى ناقل مناسب 
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ثالتا: الكشف عن تعبير المورئثات الجديدة 
تطبيقات الهندسة الورائيهة 
1 - تشخيص الأمراض الوراثية 


2 اقغات الضتاعة 


ن 
C‏ 
+ 
3 
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3 - التطبيقات الزراعية 


له 
ك یا 


مقدمة 

تعتبر الوراثة الصفة المشتركة لجميع صور الحياة القادرة على التكاثر وإنتاج 
نسل . وقد حاولت الوراثة بفروعها الختلفة » تفسير آلية انتقال الصفات من جيل إلى 
آخر » كما ساهمت أيضاً بتقدي تفسيرات علمية دقيقة لظهور الاختلافات بين أفراد 
النوع الواحد » أو أفراد النسيلة الواحدة أو حتى بين الجحماعات . ومنذ إعادة اكتشاف 
قوانين الوراثة عام 1900 » اتضح وبشكل مقنع تاماً بأن كل التفصيلات البايولوجية 
تعود لجحذور وراثية . فالصفات العامة للأفراد مثل لون العين والبشرة والشعر الطويل وما 
الى ذلك من الصفات العامة › وكذلك أنواع البروتينات وغيرها ما هي إلا نواتج 
حقيقية لفعل المادة الوراثية . وأصبح اليوم علم الوراثة العلم الذي يوفر كل العناصر 
الأساسية التي يبحث عنها البايولوجيون حتى أطلقوا على المادة الوراثية بالكأس 
المقدسة أو المادة المقدسة . فقد كشفت الأ بحاث العلمية التى تلت إثبات الأهمية 
الوراثية للحامض النووي 04 بأن هذه المادة تحمل كل أسرار الكائنات الحية التي 
خلقها الله . 

لذلك فأنه ما أن أصبح العلماء على قاب قوسين أو أدنى من كشف تركيب 
امورثات وتحديد خرائطها التفصيلية حتى بدأت الأصوات تتعالى من خطورة مثل هذه 
الأبحاث . وسبقت صيحات التحذير هذه ظهور الهندسة الوراثية كعلم مستقل . لقد 
أستند أصحاب صيحات التحذير هذه إلى المنطق العلمي وإلى الالتزام الديني وهم 
ليسوا محطئين في ذلك . فالهندسة الوراثية سلاح ذو حدين قادر على مساعدة 
البشرية في حل الكثير من العضلات الصحية والزراعية والصناعية وتخطي صعوباتها 
کما انه في نفس الوقت قادر على إحداث أكبر الأضرار وأفدحها . ٠‏ 

وما الصحوة الزراعية التي يشهدها العالم والتي من خلالها أزداد الإنتاج الزراعي 
- كما ونوعاً - إلا نتيجة لتطور الأساليب الزراعية واستعمال الوسائل العلمية فى 
اک م اا واا 
والهرمونات والمضادات الحيوية واللقاحات وغيرها والتي تعج به مستشفياتنا يعود 
الفضل بإنتاجها إلى الهندسة الوراثية . ومن جانب أخر فإن الهندسة الوراثية تبقى 

ا2 


المشتبه الرئيس في ظهور أمراض قاتلة مثل مرض نقص المناعة المكتسب (الإيدز) 
الذي یسببه راشح غریب یدعی(11۷) وریا أمراض أخری . 

وتحفل ملفات الوراثة بذكريات مؤلمة عن إساءة استعمال هذا العلم . فقد تبنت 
النازية والفاشية علم الوراثة في مرحلة من المراحل » وأهتمت بفرع من فروعه يسمى 
اليوجينيا ١٥٣٥ع‏ 1ا8 يعنى بتحسين نوعية جنس اللإنسان عن طريق معالحة وراثته 
البيولوجية . فاليوجينيون أو المؤمنون بهذا العلم يعتقدون أن أسباب التذهور 
الاجتماعي من سرقة وفقر وجرية وإدمان الكحول وغيرها تكمن في بايولوجيا هؤلاء 
شأنها شأن الأمراض ذات المنشأ الوراثى . وأستندت النازية إلى هذه الأفكار فى 
تفه لأ خان اة وغرها لا ان اي النف حدر هه لاان 
وأستناداً إلى الأفكار اليوجينية هذه اعتبروا اليهود -على سبيل المغال -وسطا بين 
قذارة الصرب واليونانيين ومشهورين بالخداع والسرقة . وأطلقوا على الأجناس الأخرى 
الكثير من الصفات المشينة خدمة لإعلاء ا لجنس الآري . ومع إن الحقبة التأريخية 
هذه قد طويت وأن اليوجينيا أصبح علما للوراثة السكانية أو ما يطلق عليه بوراثة 
العشائر » إلا أن العالم بقى حساسا تجاه استخدام العلوم استخداما غير مسؤول ودون 
ضوابط . 

إن التطور الهائل في مجال التقنية والعلوم » والذي رافقه تطور مقابل في 
اللستوى العلمي والثقافي للأفراد والجتمعات . جعل من العلوم في متناول اميم 
حتى أصبحت أحدث تقنيات العلوم تستخحدم في الختبرات الجامعية او ما يطلق عليه 
بالعمل الروتيني . حيث إن توفر المنتجات التجارية من أنزعات وأجهزة وما إليها من 
وال ادم ار ا جل اب اين فى جال اين لرا 

إن مثل هذا الانتشار السريع لمثل هذه التقنيات يعيد للأذهان أهمية وجود 
برتوكولات واتفاقيات وضوابط دولية لضمان الاستخدام السليم لمخل هذه المعرفة وإلا 
أصبحت بيشتنا ملوثة بأشكال الأحياء الهندسة وراثياً والتي لا يعرف أضرارها سوى 
الله سبحانه وتعالى . ۰ 
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إن عدم وجود مثل هذه الاتفاقيات والضوابط لا يمنعنا من أن نخوض تجربة هذه 
المعرفة العلمية وتقييمها والاستفادة منها . 
فى هذا الفصل نوضح الأبعاد العامة لتقنيات الهندسة الوراثية وتعريفها وبيان 


أساليب العمل بها 
أهمية الهتندسة الوراثية 


تكمن أهمية الهندسة الوراثية » فى أحداث تغيرات وراثية مسيطر عليها ذات 
أف افهادة او ع وع ى لك هاعارم الك عو كر م 
الحقائق حول دور المورثات في الحياة الخلوية » والتي كانت قبل ذلك مجرد أحلام أو 
افتراضات نظرية . وبسبب هذه الحقائق أعيدت صياغة العديد من النظريات 
البايولوجية التي كانت سائدة في يوم ما . ودخل العلماء معتركاً جديدا اطلقوا عليه 
البايو تکنولوجٴj Biotechnology‏ أو ما يطلق عليه بالتقنيات الحياتية . تعكن العلماء 
من خلال الهندسة الوراثية من إنتاج سلالات بكتيرية وأخرى مختلفة تقوم بتنفيذ 
أوامر جديدة لم تعرفها من قبل »حيث تجري لهذه الكائنات عمليات إضافة أو حذف 
وراثی ازال من ج هؤلاء العلماء الحواجز التي كنا نعرفها بين الأحياء بدائية 
النوی والاحياء حقيقية النوى . وها نحن اليوم نسمع بالبكتريا التي تنتج الأ نسولين 
البشري وهرمون النمو البشري والمضادات الحياتية واللقاحات وأشکال ب من المركبات 
الكيميائية والتي لم نكن نتوقع يوماً ما بأنها ستنتج من معامل حياتية وبهذه 
الطريقة . كما ظهرت اليوم احاصيل الزراعية الناتجة عن الهندسة الوراثية وظهرت 
نباتات مقاومة للأملاح وأخرى مقاومة للحشرات والأعشاب وتنوعت ضروب الفواكه 
والئمار . ولا أحد يعرف المدى الذي ستقف عنده تطبيقات مثل هذه التقنية . 


GDS GS 
تعتبر الهندسة الوراثية تقنية مستقلة بحد ا دخحلت إلى نواحي الحياة من‎ 


أوسع أبوابها حتى اننا الآن غبداليوم اس اسا لما تم التوصل إليه فى هذا 
في الزراعة و الصحة والصناعة والإنتاج الحيواني والعديد من الجالات الأخرى . 
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تم الا ا کا وا اعاعا التلاعب بالمورثات بطريقة تسمح 
لهذا الغرض وسناتي هنا للتعرض » بصوره عامة > إلى خحطوات ووسائل الهندسة 
الوراثية . 


أولا: عزل المورث المطلوب وريطه إلى ناقل مناسب 

إن أول خحطوة في عزل مورث معين من مجين کائن ما هو استخلاص الحامض 
النووي N4۸‏ وتنقيته من الشوائب . و تستخدم طرق عدة لاستخلاص الخحامض 
النووي (N4‏ أهمها : طريقة الفينول : كلوروفورم : أيزوبروبانول والتي يتم فيها تحطيم 
الجدران الخلوية باستخدام محلول سلفات دودوسيل الصودıوم Sodium Dodycil‏ 
مء )5S25S(‏ وفصل البروتينات عن الحامض النووي بمعاملة محلول الحلايا 
ا محطمة بالفينول أو الكلورفورم و الايزوبربانول أو الفينول والكلوروفوم سوية بدرجة 
حراره65م مع المزج الجيد الهادئ . تتم بعد ذلك إزالة الطبقة العلوية التي تمثل طبقة 
ا لحامض النووي وترسيب الحامض بالايثانول المثلج ومن ثم تجمع الخيوط البيضاء 
التي شل الحامض النووي بالطرد امركزي والتجفيف (الشكل1-) . 


خلاصة الخلايا مزج الخلاصة مع الفينول فصل الطبقات عن ترسیب الحامض 
أو الكلورفورم أو سوية بعضها بالطرد المركزي النووي بالكحول 


الشكل (1-1): الخطوات العامة فى فصل الحامض النووي باستخدام الفينول والكلورفورم: أيزوبروبانول 
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اما الطريقة الثانية الشائعة اشا فهي استخدام مدرج ار . يضاف کلورید 
السيزيوم بعيارية معينة إلى محلول الخلايا الحطمة وزج دا في آنبوبة ئانتروستليلور: 
E U OO E ab a og‏ 
ينفصل بعدها الحامض النووي 0[4عند مستوى كثافة السيزيوم 1.7 غم/ سم3 
ويستخحدم بروميد الاثيديوم لتعيين منطقة الحامض النووي 'ضافة إلى جهاز أشعة 
بنفسجية . تفصل طبقة الحامض النووي عن طريق ثقب في جدار الأنبوبة تحت 
جو ر لا ا ا ف اد ن اة 
2 

ولأ جل عزل قطعة حامض نووي معينة تحمل المورث المطلوب » فأنه يجب تقطيع 
الحامض النووي بأحد الأنزمات الققاطعة esصenzy Restriction‏ . والا نزات 
القاطعة هي انزمات متخحصصة غالبا في تقطيع سلاسل الحامض النووي من مواقع 
معينة تختلف اعتماداً على نوع الأنزي . ومنذ اكتشاف هذه الأنزعات عام 1970 وما 
تلاها فأنه تتوفر الآن العشرات من هذه الأنزمات . ونظراً لاختلاف طبيعة عمل هذه 
الأنزمات ققد قسمت إلى ثلاث مجاميع . وتعتبر آنڑمات الحموعة الثانية أهم هذه 
الأ نزعات لقطعها المتخصص جدا وتمثل هذه المحموعة العمود الفقري فى أعمال 
الهندسة الوراثية (جدول 1) . ۰ 


بروتىن 1.6 


DNA a‏ ¡ غم/ سمد 
الشكل رقم (2-1):أنبوبه e‏ 
النتروسليلوز بعد الاأنسهاء 

من الطرد المركزي الفائق 

بت سفن اتاک RNA‏ _-— ۰ 

النووي (N۸‏ عند الكثافة : كثافة كلوريد السيزيوم 


7 غم /سم3 . 
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جدول (1): بعض الانزيمات القاطعة الشائعة الاستخدام ومواقع عملها. 


5N۸ الأنزي موقع قطعه على الحامض النووي‎ 
KAGCTT Hind III 
ĞAATTIC Eco RI 
CoaTCC Bam HI 
GATC Sau 3A 
GGc Hae III 
cCGATÊG Pvu I 
caferG Pvu II 


يعامل ت رکیز معن )10 مایکروجرام مثلا) من الحامضص النووي ده دة وحذدات 
من ال نرم القاطع( ( 10 وحدات مغلا) بو جود محلول دارئ Buffer‏ خحاص الا تزيم في 
قنينة خحاصة ويحضن التفاعل بدرجة حرارة مناسبة للأنزيم لفترة 24-5 ساعة .ترحل 
ونظرا لأن الحامض النووي (N۸‏ سالب الشحنة لذلك تهاجر قطع الحامض 
النووي باتجاه الْقطب الموجب وتتناسب سرعة الهجرة مع حجم هذه القطع حیٿث 
تهاجر القطع الصغيرة بشكل أسرع من القطع الكبيرة » ما يؤدي إلى فصل هذه القطع 
ين قطعة الامش النووي الطلوبة والتي توي على اورت الطلوب بعد نقل 
قطع الحامض النووي من إلى ورقة نايتروسليلوز أو نايلون حسب طريقة 
ساوٹرن  E Southren Blot‏ تهجن الورقة مجس ااا Labelled‏ 
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بعد تنظيف الورقة عن طريق غسلها محاليل غسيل معينة تغطى بفلم أشعة أكس 
وتحفظ فى غطاء حاص لمدة 14-7 يوما . تظهر قطعة الحامض النووي التى تحمل 
المورث المطلوب كحزمة سوداء على الفلم بعد تحميضه (الشكلا3-1) . 

فى كثير من الأحيان يتم اللجوء إلى ما يسمى ببنك المورثات أو مكتبة المورثات 
Bank‏ sمGen‏ لعزل مغل تلك المورثات › ومكن أن تبنى مثل تلك المكتبات 
DNA‏ ementaryاPصC0)‏ مستمدة من الحامض النووي المرسال )٣RN۸(‏ 
Messenger R4‏ ويكن الرجوع حول تفصيل ذلك إلى الفصول القادمة . 


3 

-هلام الاجاروز بعد الهجرة الكهربائية - - فلم اشعة × بعد التحميض . 

1- نغوذج الحامض النووي (N4‏ بعد معاملته بأنزيم قطع معين . 

2- نغوذج قياسي من 04 العاثي لامبد؟معامل بالانزي 111 811٩‏ . 

3 الاشارة الاشعاعية السوداء التي تدل على حزمة الحامض النووي التي تحمل المورث 
المطلوب عزله ( ي ) . 


(شكل 1-3): قطع حامض نووي (0[4) مهجره كهربائياً عبر هلام الاجاروز ونتائج تهجينها بعد نقلها الى ورق 
خاص باستخدام مجس موسم إشعاعياً. الحزمة رقم (3) تمثل قطعة الحامض النووي 8 المهجنة مع المجس. 
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بعد تعيين موقع الحامض النووي التي تحمل المورث المطلوب تربط هذه مع ناقل 
متام . النواقل : : هي جزئیات حامض نووي [N4‏ قصيرة دائرية غالباً وقادرة على 
التضاعف المستقل عن الخلية أو سوية معها . وأفضل النواقل المعروفة جيداً 
والمستخدمة كثيرا في أعمال الهندسة الوراثية هي البلازميدات والعاثيات 
والكوزميدات (شکل 4-1) . تحتوي معظم هذه النواقل على مورثات معينة تسمح 
بالتعرف عليها في حالة وجودها في خلايا مضيف معين . ويمكن أن تكون هذه 
المورثات طبيعية مثل مورثات مقاومة المضادات الحيوية الوجودة ف في البلازميدات أو 
مورثات مزروعة في الناقل . 

ولنفترض أن الناقل المستخدم هو بلازميد ۲8۴۸322 جل زرع قطعة الحامض 
النووي أو المورث في الناقل فأنه ابد من الناقل برح نزم ألقطء لع المستخحدم في 
تقطيع الحامضص النووي مجن الكائن الأول . لحم بعد ذلك قطعة المورث مع الناقل 
باستخدام نزم اللحام 25٤‏ ويكون عندئذ الناقل الهجين جاهزا للخحطرة التالية . 


ثانياً: إدخال النواقل الهجينة الى المضائف 

إن الخطوة التالية في الهندسة الوراثية هو إدخال النواقل الهجينة إلى خلايا 
التحول ١0ااة”٣۲هومه۲ا‏ التى يتم فيها معاملة خلايا الضيف (بكتيريا عادة) 
بواسطة محاليل ملحية بدرجة حرارة منخحفضة لزيادة نفادية جدرانها ثم مزج الخلایا 
e cells‏ مع چ الناقا aL‏ لأجا 
sS‏ وی القولون E.col1‏ . وقد ا الطريقة 
رازا لريادة کفا ءتها وشمل أنواع مخحتلفة من البكتيريا والخلايا ا الأخرى . 

کما تستخحدم طريقة خلایا البروتوبلاست ۵5)5[م٥‏ ا٥۲٣‏ عند اس ستخدام خلایا 
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Kan Ê COC Tet 


DNA 


رأس العاثي الذي يحتوي 
على الحامض النووي 5N4‏ 


Ban Hi موقع قطع‎ 


R 
مورث مقاومة‎ Amp 


مسوقع النهاية اللزجة 


JB 
Ey المشتقة من العاثى لامبدا ورمع‎ 


شكل( 1 -4): أشكال مختلفة من النواقل المستخدمة في الهندسة الوراثية. 
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ثالثاً: الكشف عن تعبير المورثات الجديدة 

تتضمن هذه المرحلة التأكد من نجاح المورث الجديد في التعبير عن نفسه في 
الخلايا المضيفة . وتعتبر هذه المرحلة حاسمة نظرا لوجود الكثير من العقبات التى قد 
نع لورت كن العمل الال سح عة الندية برها قير مجدية :تعمد 
عملية التعبير عن المورث على نوع المورث ونوع الكائن الذي تم عزل المورث منه 
وكذلك نوع الناقل المستخدم في الكلونة . فمثلا يكن التعبير عن المورثات التي تعود 
للأحياء حقيقية النوى عندما تكون بهيثة N۸[([ء‏ وعندما يحمل الناقل محفزا 
اصدا مناسبا للبكتيريا المضيفة . بينما لا يمكن التعبير عن نفس الورثات عندما 
تكون فى هيئتها الطبيعية (مورتات مؤلفة من محاور ٤×05‏ ومتداخلات ء١ (1t٥‏ 
عند ا نفس الناقل والمضيف . ويعود ذلك لعدم قدرة البكتيريا على إزالة 
الترددات المشفرة للمتداخلات في أخامضص النووي المرسال 8١4‏ المستنسخ من 


هذه المورثات 


کما آن وجود محفز بکتيري في الناقل ضروري جدا لعملية استنساخ المورث 
المزروع إذ لا يتمكن أنزيم بلمرة الحامض النووي الريبوزي عكة۲ء» ,اه۴ R4‏ 
×80 ۸1۸البكتيري من ييز موقع بدء الاستنساخ والذي يطلق عليه صندوق تاتا 
فى محفزات مورثات الأحياء حقيقية النوى . لذلك فأنه لابد من استعمال محفز 
ي ا عا الاب ع وع رط عاتن ووی رال مار هة 
في الفصول القادمة إضافة إلى عقبات أخرى . 

يمكن الكشف عن تعبير المورثات الحديدة من خلال استخدام كواشف كيميائية 
أو مناعية كفيلة بإعطاء نتيجة ذلك . وتعتبر الطريقة المناعية الأكثر استخداما في 
ذلك . يتم في هذه إلطريقة نقل المستعمرات البكتيرية المتحولة إلى ورق ترشيح ثم 
تعريضه إلى بخار الكلوروفورم أجل تحليل الخلايا وإطلاق البروتينات . ولنفترض 
بأننا نحكم على تعبير مورث معين من خلال بناء البروتين ۸ لذلك فأنه يستخدم 
مضاداً مناعيأً للبروتين ۸ وموسم اشعاعياً بنظير اليود 125( ) مشلا . وعند 
غمس ورقة الترشيح مع محلول المضاد المناعي الموسم فأنه في حالة وجود البروتين ۸ 
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om 
e. 


ية مستعمرة من المستعمرات المنقولة على ورقة الترشيح فإن المضاد المناعي 
سيلتصق معه لتكوين معقد مشع . تغسل ورقة الترشيح لإزالة المواد المناعية الزائدة 
وتغطى بفلم حساس وتحفظ لفترة أسبوع أو أكثر وستظهر المستعمرات التي تحتوي 
البروتين4 سوداء اللون على الفلم بعد التحميض بينما لا يظهر أي أثر للمستعمرات 
التي فشلت في التعبير عن المورث (الشكل 5-1) . كما يكن توسيم المضاد المناعي 
مواد متوهجة فلورسنية يكن الكشف عن معقداتها بكل سهولة وخلال فترة قصيرة 
جداً باستخدام الجهر الفلورسني ( الجهر المتوهج) . 


(1)-المستعمرات البكتيرية على الوسط (2) -نقل المستعمرات الى ورق خاص وتعريضه 
الغذائي الى بخار الكلوروفورم لأجل تحليل 
المستعمرات وإطلاق بروتيناتها ثم تهجينها 
مع مضاأد مناعي موسم بالیود 125 
أشارة موجبة للمستعمرة ۸ 
(3)- اللوح الفوتوغرافي بعد التحميض 


شكل]-5 : الكشف عن تعبير المورثات عن طريق 
التهجين المناعي» الإشارة الموجبه تمثل منطقه 
ارتباط المجس المناعي مع البروتين الخاص بالمورث 
الجحديد. 
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أما بالنسبة لاستخدام الكواشف الكيميائية فيتطلب ذلك استخلاص 
البروتينات الخلوية من كل مستعمرة نامية وتحليله » حيث يعتبر الكشف ناجحاً في 
حالة ۶ى بروتین ھک اي ااعروفة في کک 
تعقيدأ وتحديدا من الطريقة السابقة 3 الرجوع إلبها فی مصادر لکیمیاء الحياتية 
تطبيقات الهندسة الوراثخية 

تعتبر الهندسة الوراثية إحدى الثورات العلمية فى القرن العشرين . ويتكهن 
البعض بأنها ستتصدر الأهمية الأولى في القرن الواحد والعشرين حيث أدت تقنيات 
الهندسة الوراثية إلى الكشف عن الكثير من المعلومات التى تتعلق بالمورثات وعملها 
وطرق استنساخها وغيرها من المعلومات التي كانت ولعهد ليس بعيدا من المعلومات 
الغامضة . وكان من نتيجة الكشف عنها معرفة الكثير من ,اران الكائنات الحية . 
بالإضافة الى الجانب الأكاديى للهندسة الوراثية فقد تجمعت العديد من المعلومات 
والأفكار التى هلت الهندسة الوراثية للولوج فى العالم التطبيقى للمعرفة . وهكذا 
دخحلت الهندسة الوراثية الال الواسع في الصناعة والطب والزراعة وعيرها من 
واللقاحات كما استخدمت الهندسة الوراثية لإنتاج العديد من الطرز النباتية المقاومة 
الهتاات وللحشرات والفطريات والتي دت إن تسين الإنتاج الزراعي وتطویره . 
كما استخذمت هذه التقنيات فى البحوث الطبية لتشخيص الأمراض ذات المنشاً 
الوراثي ولمعرفة الاخحتلالات الوراثية المرتبطة ببعض الأمراض كما هي الحال في 
مرض فقر الدم المنجلي الوراثي والسكر والسرطان وأنواع مختلفة من الأمراض 
الأخرى ونوجز هنا بعض تطبيقات الهندسة الوراثية . 

| . تشخيص الأ مراض الوراثية : تمل الأمراض الوراثية أحد أهم الفروع الطبية 
نظرا لعدم توفر طرق التشخيص الملائمة وصعوبة علاج الكشير منها ومن أهم 
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الأمراض فقر الدم المنجلي 2أصعمة اع ما)ءS‏ والثالاسيما 2ص عaءءةاة٣‏ 1 وقد 
أجريت حول هذه المرضين العديد من الأبحاث التى بينت أسباب حصولهما 
(طفرات وراثية) . وباستخدام الهندسة الوراثية فأنه أصبح بالإمكان التشخيص المبكر 
لهذه الأمراض فى المرحلة الجنينية . حيث يتم أخحذ عينة من خلايا اجنين 
کن الكشف عن وجود هذا امرض 1 ويتم استخحدام تقنية الهجدسة الوراثية فی 
متابعة العديد من الأمراض التي ترتبط بعيوب وراثية كالطفرات الوراثية أو الانتقال 
الصبغي أو نظ مورثات غير طبيعية ّ وتعتبر ايضاق السرطان باستخدام هذه 
التقنية من التطبيقات الرائدة فى هذا الجال . وعلاوة على ذلك فأن الهندسة الوراثية 
تستخدم الآن في مشاريع كبيرة تهدف إلى وضع خرائط صبغية تبين مواقع المورثات 
البشرية عليها . 

طريقة بصمة الحامض النووي (4) 18۲1١‏ 1؟-5N4)‏ . 

2 . التطبيقات الصناعية : باستخدام الهندسة الوراثية فأنه تم الآن معرفة مواقع 
العديد من المورثات وفي كائنات مختلفة » وأصبح - نتيجة لذلك - بالإمكان عزلها 
وهندستها وراثيا ونقلها إلى كائنات جديدة . وأصبح بإمكاننا اليوم إنتاج العديد من 
الضادات الحيوية كالبنسلن والسيفالوسبورين والستربتومايسنن » كما أصبح بامکانا 
إنتاج أنواع مختلفة من الهرمونات مثل الأ نسولين وهرمونات النمو (السوماتوتربين) 
وكذلك إنتاج اللقاحات وغيرها . كما أمكن اليوم من خلال الهندسة الوراثية تصنيع 
أنواع مهمة من البروتينات الوحيدذة الخلية و الأصباع الغذائية الطبيعية وكذلك 
استخدأمها في مجال تحليل المركبات الكيميائية السامة . 

3 . التطبيقات الزراعية : أما فى الجحال الزراعى فقد استخدمت الهندسة 
الوراثية في تطوير نباتات مقاومة للرواشح ونباتات مقاومة لمبيدات الأعشأب وذلك 
فى أنسجة النباتات . 
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وقد انتجت باستخدام هذه الطريقة نباتات تبغ مقاومة لراشح التبغ الفسيفسائي 
mosaic v.‏ accoط0"‏ وأخحرى مقاومة لمبيدات الأعشاب وغيرها من النباتات 
الحسنة . كماة زراعة مورثات مهندسة وراثياً معزولة عن البکتيرİlı Serratia‏ 
mr cesc5‏ فى نباتات البازلاء وغيرها لمقاومة مرض الذبول ۷(٤‏ » هذا إضافة إلى 
امحاولات الناجحة العديدة فى مجال تحسين الثروة الزراعية والحيوائية . 
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مقدمة 
تركيب الأحماض النووية 

نظرية الحلزون المزدوج 

ترتيب الحامض النووي 0۸14 في الأحياء حقيقية النوى 
ترتيب الحامض النووي (N4‏ في الأحياء بدائية النوى 
التضاعف شبه المحافظ للحامض النووي 5١۸‏ 
الو ات 

تركيب المورثات 

الشةرة الوراثية 

تعمبيرالورثات 

استنساخ المورثات 

الت رحج مفه 


تنظيم تعبير المورثات 


مقدمة 

لقد كان الاعتقاد السائد قبل التعرف على الحامض النووي N4‏ كمادة وراثية 
أن البروتينات هي المادة المسؤولة عن وراثة الكائنات الحية على الرغم من أن 
الأحماض النووية كانت معروفة جيدا ومنذ عام1871 . ويعود سبب الاهتمام 
بالبروتينات آنذاك إلى الصفات الخاصة التى تمتلكها . فالبروتينات ذات أهمية كبيرة 
في جميع النشاطات الحياتية وتقتلك خصائص وتركيب كيميائي متمیز . 

فالبروتين هو عبارة عن جزيئة بوليمر مؤلفة من شريط أو أكثر من متعدد 
الببتيدات . وكل من هذه الأشرطة مؤلف من وحدات متكررة تدعى بالأحماض 
الأمينية ترتبط مع بعضها البعض بواسطة أواصر ببتيدية . إن البروتين في جميع 
الأحياء قاطبة مؤلف من عشرين حامضاأً أمينياً » وإن هذه الأبجدية محفوظة في 
الكائنات ومنذ زمن لا يقل عن بليونى سنة . بالإضافة إلى ذلك فأنه يكن الحصول 
على أشكال مختلفة من ارات طريق الاختلاف في نوع سلاسل عديد 
الببتيد أو أعدادها وكذلك ترتيب توالى الأحماض الأمينية فى هذه السلاسل . وبناء 
INE a E E BA E E‏ 
أن بعض البروتينات يمكن أن تكون بأشكال أيزوميريه“ مختلفة . نتيجة حركة ذرات 
الكاربون المرتبة حول ذرة الكاربون الفا التي تمشل عمود الوحدة البنائية للحامض 
الأميني . 

إن جميع هذه المواصفات وغيرها » جعلت من البروتين محورا لحميع الأبحاث 
العلمية المتعلقة بالكشف عن للمادة الوراثية » وأدت إلى تأخير أبحاث علم الوراثة 
وأهمل دور الحامض النووي 0١4‏ لفترة جاوزت الستين عاماً على الرغم من وجود 
بعض الأصوات التي حاول جذب الانتباه إليه ولكن دون جدوى . 

في عام 1928 ظهر أول دليل على أهمية الحامض النووي كمادة وراثية وذلك 
من خلال تجارب الباحث فريدريك كرفش عام 1928 على المكورات الشنائية لذات 


. Diplococcus Pneumoniae ãiرلl‎ 
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وعلى الرغم من أن تجارب هذا الباحث لم تحدد فيما إذا كان الحامض النووي 
الملسؤول عن الصفات الوراثية التی ظهرت فی تجاربه هو 0×4 أو P۸۸‏ إلا أنه تم 
سلط الضوء نحو الهدف الحقيقى لتتوالى بعدها الأبحاث العلمية التى أكدت الخبر 
وبينت للعالم الضلالة التي كانوا فيها طيلة الستين سنة التي سبقت هذه النتائج . 


الأحماض النووية ھی بولیمرات مؤلفة من وحدات متكررة تدعی 
النيولكيوتيدات . والاحماض النووية نوعان هما الحامض النووي منقوص 
الأوكسجين الذي يرمز له اخحتصارا 0×4 والحامض النووي الريبوزي ۸×4 . تتأف 
الوحدة الاساسة للحامض النووي (النيوكليوتيد) من قأاعدة نايتروجينية وسکر 
خماسى بالإضافة إلى مجموعة فوسفات . 
سداسية مفردة وشل قواعد الاين والسايتوسىن واليوراسيل هذه الجموعة أ 
الجحموعة التانية فھی مجموعة البيورينات المولفة من حلقه سداسية مرتبطة م حلقة 
خماسية وتصم هله الجموعة قواعذ الأدنن واوانن (الشكل (E2‏ 

أما السكر الخماسى الذي يدخل فى تركيب النيوكليوتيد فهو نوعان هما السكر 
الخماسی منقوصس الأو كسجين الموجود فی الحامض النووي DNA‏ حىث د وي | 
السك غاي مجموعة وأاحدة من الهيدروكسيل مرتبطة م درة الكاربون الثالثة › 
مجموعتی هيدرو کسیل مرتبطتین 2 درة الكاربون الثانية والتالثة 7 

وترتبط هذه المركبات الثلاثة بطريقة معينة مؤلفة النيوكليوتيد (الشكل 2-2) . 

ونظراً لوجود أربع قواعد نايتروجينية قي الحامض النووي 04 لذلك فأن هناك 
خحاصة لتأليف سلسلة عدیلده النيوكليوتيدات حبتث تر تب ذرة أ و كسجين من مجموعهة 
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الفوسفات المربوطة بذرة الكاربون الخامسة للسكر الخماسي مع ذرة الكاربون الثالئة 
للسكر الخماسى للختو گلتوتند الان وترتبط ذرة الأوكسجين التأبعة مجحموعة 
الفوسفات لهذا النيو كليوتيد a‏ دذرة الكاربون الثالثة للنيوكليوتيد التالى الأخر وهکذا 
يتوالى ارتباط النيوكليوتيدات مع بعضها برابطة الفوسفور تنائى الاستر -0امئهط۴ 
0nd‏ اieste‏ وتعثل العمود الفقري لسلاسل الحامض النووي . 

إن اتجاه ارتباط درة الكاربون الخامسة لنيوكليوتيذ ت درة الكاربون الثالثة 
ی ا ا او مرف رل السااة ها د فط هة دا ا 
الحامصضص النووي وتعبير المورثات . ونتيجة لذلك فأن إحدى نهايات سلسلة الحامضص 
النووي تحتوي على مجموعة فوسفوريل اإاهطمءه 5-۴ بينما تحتوي النهاية الثانية 
على مجموعة هيدروكسيل 1إ×0إلر8 -3- ونظرا لوجود سلساتين في الحامض 
النووي (N4‏ فأنهما تترتبان بطريقة ذات اتجاهات متعاكسة (الشكل 3-2) . 

ترتبط سذسلتا الحامض النووي DNA‏ مع بعصهما بواسطة القواعد 
النايتروجينية التي ترتبط مع بعضها عن طريق الروابط الهيدروجينية . ويتم من 
خلالها ارتباط الادنين مع الثاعين واوانين مع السايتوسين (الشكل 4-2 و 5-2) . 

ويذكر أن الحامض النووي ۸١4‏ يختلف قليلا عن الحامض النووي5N۸‏ 
حيث إنه بالإضافة الى اختلاف نوع السكر الخماسي فأن اليوراسيل يحل بدلا من 
الشامين فى الحامض النووي ۸١4‏ . بالاضافة إلى أن الحامض النووي R١۸4‏ هو 
سلسلة مفردة . 
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(الشكل 2-2): تركيب النيوكليوتيد 
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نظرية الحلزون المزودج 

تدعى هذه النظرية أيضاً با لموديل ثلاثى الأبعاد للحامض النووي 5×4 وقد 
وضعها العالمان الحائزان جائزة نوبل واظسون وكريك عام 1953 . استندت هذه 
النظرية إلى نغوذج ثلاثي الأبعاد تم بنؤه » وشل الحامض النووي 04 . يفترض 
النموذج أن الحامض النووي يتألف من سلسلتين أو شريطين مرتبطين مع بعضهما 
ويلتف هذا المزدوج بطريقة تشبه الحلزنة . لقد وجد هذان الباحثان بأن قطر الشريط 
المزدوج الذي يفي بارتباط الجوانين مع السايتوسين والاعين مع الادنين خلال الفراع 
بين الشريطين هو 20 انكستروم أو مايعادل 2 نانوميتر . وأن الحلزنة نحو اليمين 
ويتحلزن الشريط المزدوج كل 34 انكستروم لتوفير عشر قواعد متزاوجة في هذه 
الملسافة . لذا فإن المسافة بين كل زوج قاعدي وآخر ستكون 3.4 انكستروم (الشكل 
62) . لقد استندت هذه النظرية إلى العديد من الحقائق العلمية التي ت اكتشافها 
حول تركيب الحامض النووي مشل نسب القواعد النايتروجينية وطريقة ارتباطها 
والنيوكليوتيدات وتركيبها وارتباطها مع بعضها وغوذج أشعة أكس المأخوذة لبلورة 
الحامض النووي وغير ذلك من المعلومأات . لذلك فأن هذه النظرية جاءت لتربط هذه 
المعلومات مع بعضها لتعطي الصورة الجميلة التي وضعها الباحثان واطسون وكريك 
للحامض النووي . لقد أوضح موديل الحامض النووي الخاص بهذه النظرية أربعة مور 
مهمة تعبر عن أهم صفات الادة الوراثية وهي : 

| . الاستقرارية خحلال العمليات الايضية . 

2 . تضاعف محکم شبه محافظ . 

3 . وجود تنوع جزيئي . 


4 . وجود سعة كافية فی الموديل حصول الطفرات الوراثية . 
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دن 


(الشكل3-2): ارتباط النيوكليوتيدات في سلسلة متعدد النيوكليوتيدات حيث إن المجموعة الفوسفورية 
لذرة الكاريون الخامسه لسكر نيوكليوتيد ترتبط مع ذرة الكاريون الثالثة لسكر نيوكليوتيد آخر. 
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(الشكل 4-2): الاتجاهات المتعاكسة لأشرطة الحامض النووي حيث تمثل أواصر الفوسفور 
ثنائي الأستر العمود الفقري للأشرطة بينما تمثل مجموعة 5-۲ المجموعة النهائية لكل شريط 
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ترتيب وتنظيم الحامض النووي (N4‏ في الأحياء حقيقية النوى 

يترتب هذا الحامض فى الأحياء حقيقية النوى بطريقة دقيقة ومكثفة . إذ يتوزع 
الكروموسومات تقع داخحل نواة متميرة محاطة بجدار نووي يفصلها عن السايتوبلازم 
بشكل شبه تام . ويمكن رؤية هذه الصبغيات أثناء انقسام الخلايا بينما تختفى فى 
الالكترونى 1 تظهر هذه الخيوط رفيعة دات مواقع منتفخحة بحيث يشبه الخرط الواحد 
الملسبحة تدعى هذه المواقع بالنیکلیوسومات c[e050"85ءNu‏ (الشکل 7-2) . 

تدعی الحالة التي توجد فيها الصبغيات على هله اله بالکروماتىن : يحاط 
ا لحامض النووي الصبغي ببروتينات خاصة تدعى بالبروتينات الهستونية أو 
كما ان هناك نوعا آخر من البروتينات الصبغية تدعى بالبروتينات غير الهستونية وهي 
بروتينات حامضية ذات شحنة سالبة في الوسط المتعادل . لقد تم تمييز خحمسة أنواع 
من الهستونات وهي 1 ,124 .14,13,82 وهي ثابتة في جميع الأحياء تقريبا . 
تترتب الهستونات بطريقة خاصة 2 الحامض النووي مكونة معقد ترکيبي ثل 
الوحدة الأساسية للكروماتين يدعى بالنيوكليوسوم (الشكل 7-2) . 

ويعتقد أن تركيب وترتيب النيوكليوسومات لهما أهمية كبيرة في التعبير 
الوراثي . ويتكثف البروتين أثناء الانقسام ليؤدي إلى تجميع البروتينات الصبغية 

تظهر الصبغيات في الطور التمهيدي مؤلفة من قطعتين مرتبطتين في منطقة 
معيلة تدعی الو Centromere‏ وتدعی القطع بال و ادات : ويظهر 
الصبغي مؤلفا من كروماتيدتين بسبب تضاعف الحامض النووي في الطور البيني . 

تختلف درجة تكثف الحامض النووي على الصبغي من منطقة إلى أخرى . 
وتظهر المناطق ١‏ لكثيفة کحزم واد ضصحة وغامقة عند تلوين أ لصبغيات فيما تبدو المناطق 

44 


الأقل كثافة كحزم فاتحة اللون . تدعى المناطق الكثيفة والشديدة الاصطباغ 
بالكروماتين المتغاير أو المتباين ١1٤۸۲0۳3ءهrءاHe‏ وتقع معظم الترددات غير المشفرة 
فى الحامض النووي فى هذه المناطق بينما تدعى المناطق الأقل كثافة واصطباغا 
بالکروماتن الحقیقی 8٥1۲0۳۵11۸‏ وتنتشر فى هذه المناطق المورثات التركيبية ذات 
اغد ةغل اتير ۰ 

ويمكن رؤية بعض الصبغيات في عدد من الأحياء كالفرشاة ننيجة تضخم 
مناطق معينة من الحامض النووي بطريقة تتشعب من الصبغي معطية شكل الفرشاة 
وتدعى هذه الصبغيات بالصبغیات الفرشائية ۳00€ Lambbrush c۸٥‏ وکن 
مشاهدتها فى الغدد اللعابية لبعض الحشرات (الشكل 9-2) . 

وبالإضافة إلى وجود الحامض النووي 0١14‏ فى الصبغيات فأن بعض 
العضبات الشابتر لازم عترى على ية مه کا هى الال فی اتر گرند را 


والبلاستيدات النباتية . 
جزيئات الهستونات الثمانية 


146-160 A® 


ا 
لفات 


روابط وحدة النيوكليوسوم 


(الشكل 7-2): -تركيب النيوكليوسوم ويلاحظ التفاف جزيئة الحامض النووي حول لب 
النووي. ب- أسلوب ارتباط وحدات النيوكليوسوم المكونة للكروماتين 
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Centromere 


امرکز 


4 


نهارة إل >“ ١ Aubmetacentric‏ 
نهاية المركز طرفي المركز وسطي المركز 
EEE Acrocentric Telocentric‏ 


(الشكل 8-2): المواقع المختلفة للسنترومير (المركز) في الصبغيات. 


Lambbrush chromosıme 


(شكل9-2): الصبغي الفرشائي ويلاحظ التضخم الحاصل في بعض المورثات المحمولة على 
هذا الصبفي لأجل الايفاء بالحاجة الخلوية للبروتينات المشضرة منها 
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ترتيب الحامض النووي (N4‏ في الأحياء بدائية النوى 


تحتوي الأحياء بدائية النوى كالبكتيريا على حامض نووي حر في السايتوبلازم 
يظهر تحت اجهر الإلكتروني كحزمة دائرية متشعبة ذات نهايات تعطي الحامضص 
النووي شکلا ا ويدعي عادة بالصبغي اتف 0۳ء0 Folded chron‏ . يحتوي 
هذا الصبغي على كمية قليلة من البروتينات التي يعتقد أن لها أهمية في إعطاء 
الل اا با لحامض النووي في هذه الأحياء (شكل 10-2) » تعتلك 
الیکا خا خر مسقلا من الحامض النووي الإضافي يكون بهيئة حلقة دائر 
یدعی بالبلازميدل1 ۴1۵۳ . وقد تحتوي بعض انواع البكتيريا عدداً منه وتحتوي هذه 
البلازميدات على عدد من المورثات الخاصة التى تساعد البكتيريا على إظهار صفة 
SEE E ELL OEE CCS‏ 
تتضاعف بصورة مستقلة عن الحامض النووي الصبغي شأنها شأن المايتوكوندريا والبلاستيدات . 

أما الرواشح أو الفايروسات والعاثيات فأنها تمتلك أشرطة مزدوجة أو مفردة من 
الحامض النووي القصير الطول والذي يحتوي على عدد من المورثات التركيبية . فيما 
تعتلك رواشح أخرى الحامض النووي P۸4‏ ولهذه طريقة خاصة في التضاعف 
(الشكل 2د -11) . وتعتبر الرواشح ا انظية وراثية غير قادرة على التضاعف 
المستقل . تحاط الرواشح ببروتينات خاصة تقع المادة الورثية في مركزها . 


الطيات الثانوية 


الطيات الرئيسية 


(الشكل10-2): الصبغي الملتف في الأحياء بدائية النواة كالبكتيريا ويلاحظ أن هذا الالتفاف 
يساعد الحامض النووي في إشغال حيز صغير جدا من حجم الخلية 


47 


استنسساخ خيط 0×۸ من 


0 العكسي : 


انفتاح الحلقة المزدوجة والتحاقها 


تضاعف حلقة الحامض لتكون ا لحلقا: 
— 
مع E‏ النووي الخلوي . 


منقوص الاوكسجين انر ا ل 
شريط الخحامضص النووي 4 الى حلقة . 


تصنيسح المدار انفصال الراشح الاولي 

البسروتيني بواسطة واستنساخ خيوط 

رايبوسومات العائل . RA‏ ۷ باستخدام انزم 
الاستنساخ العكسي . 


ل 


تكوين عدة أجيال من 
الراشح الاولي . 


خروج الراشح من المضيف بعد تكاثره . 


(الشكل 1-2 1): دورة تضاعف راشح سرطان العضلات ۸5۷ يستخدم الراشح انزيم الاستنساخ 
العكسي للتحول الى نسخة حامض نووي منقوص الأوكسجين بدلا من حامض نووي ريبوزي 
ليتضاعف ثم يتحول إلى نسخة حامض نووي ريبوزي ليخرج بعدها الراشح من المضيف . 
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التضاعف شبه المحافظ للحامض النووي 0۸4 

إن آلية تضاعف الحامض النووي فى الأحياء تتم استناداً إلى ما افترضته نظرية 
الحلزون المزدوج 1 إن عملية تضاعف الحامض النووي ھی ببساطة شديدة انفصال 
شریطی الحامض النووي المتضاعف واستخدام کل شریط کقالب لبناء شریط جدید . 


تتم هذه العملية بتحطيم الأواصر الهيدروجينية التي تربط أزواج القواعد 
النايتروجينية في الشريطين بواسطة أنزعات معينة سيتم التطرق إليها لاحقا في 
الفصول القادمة . يتم بعدها انفصال الأشرطة في منطقة أو مناطق معينة تدعى 
ناطق بدء التضاعف أو أصل التضاعف (يبدأ) عند هذه المناطق بناء الأشرطة 
الحديدة باستخدام النيوكليوتيدات الأربعة واستنادا إلى تسلسل النيوكليوتيدات فى 
القالب ب رطام مها لمكن و اال ا فرط ناء الا ر 
الجديدة حتى اكتمال انفصال الأشرطة الأبوية (الشكل 12-2) . تدخل فى هذه 
الفم ل الخد سن الا ات أنوات بل الشافن الرى 5١2‏ 
65 صل وانزعات فك حلزنة الحامض النووي كعكه0۴۲ءاممه٠‏ وأنزيات 
كسر الأواصر الهيدروجينية ۸۲۴۵٤٤5‏ وغيرها من الأ نزات . 

إن آلية التضاعف شبه الحافظ للحامض النووي هي طريقة عامة تتبعها جميع 
الأحياء فهي متماثلة في الرواشح والعاثيات والبكتيريا والحيوانات والنباتات مع وجود 
فروق بسيطة في ذلك (الشكل 13-2) (شكل 14-2) . 
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(الشكل 12-2) : الأنزيمات المرافقة لعملية التضاعف وأماكن عملها خلال تصتيع أشرطة 
الحامض النووي الجديدة 


تضاعف الحامض النووي الطورالاستوائي تشاعف الحامض النووي مع 


2 


بد ون ٹايیدین معلم الاول الثايميدين المعلم بنظير الهيد روجين 


۱ / 
ا ا $f&‏ 


الطور الاستوائي الثاني 


(الشكل 3-2 | ): تخطيط لتضاعف الحامض النووي في الباقلاء حيث يلاحظ وجود كروماتيدة 
واحدة حاوية على البقع الفضية (أبوية) بينما تمثل الكروماتيدة الثانية الكروماتيدة المتضاعفة 
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(الشكل 4-2 |): الاشعاع الذاتي لمراحل تضاعف الحامض النووي الخلوي لبكتيريا القولون 
E.01‏ النامية على وسط غذائي يحتوي على الثايميدين المعلم بنظير الهيدروجين 11 لأقل 
من أنقسامبن خلويين. يظهر الحامض النووي الجديد ذو نقاط فضية لماعة أثناء الفضحص 
المجهري ويأاخذ التضاعف شكلاً خاصاً (ب) ويمثل الشكل (|) توضيحاً لما يحدث. 
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Genes تاlئروملا‎ 


المورثات : عبارة عن ترددات من النيوكليوتيدات تتراوح بین 1000-500 زوج 
قاعدي 041۲)5P(‏ 848 وتترتب ضمن ترددات الحامض النووي N4‏ . تفصل بين 
مورث وآخر فاصلة مؤلفة من عدد قليل من الترددات . 

ونظرا لتوزع الادة الوراثية على مجموعة كاملة من صبغيات الأحياء حقيقية 
النوى فأن المورثات تتوزع أيضاً على هذه الصبغيات . ونظراً لاخحتلاف أطوال 
الصبغيات فإن عدد المورثات التي تحملها مختلف ولكن بشكل عام فإن معدل 
المورثات يبلغ حوالي 0 الف مورث . أما بالنسبة للأحياء بدائية النوى فأن جميع 
المورثات الخاصة بها محمولة على نفس شريط الحامض النووي إلا أن عددها أقل من 
تلك الموجودة في الأحياء حقيقية النوى وقد يصل بعضها في الرواشح إلى أربعة أو 
خحمسة مورثات فقط . يحتوي الحامض النووي N4‏ بالإإضافة إلى المورثات 
التركيبية على ترددات مختلفة بعضها معروف الوظيفة ومعظمها لا يزال مجهولاً كما 
ھی الحال فى الترددات المتكررة Sعءء١عا٩عء‏ ع1۷)ا)ممءR‏ والترددأت التابعسية 
Satelite DNA‏ وغیرھا . 


تركيب المورتات 

يتألف المورث من عدد من المناطق مختلفة الوظيفة . إذ تحاط المناطق الوسطية 
من المورث والتي شل أصل الشفرات الوراثية بمناطق مثل الحفز ۴٠٣٠٠۴۲‏ الذي يقع 
فی النهاية الخامسة للمورتث ويحمل ترددات معيلنة تغثل شفرة خحاصة تسهل تعرف 
أنزعات بلمرة الحامض النووي ۸4 والاستقرار عليه لبدء عملية بناء شريط 
معينة مؤلفة من سبعة ترددات يتوالى فيها الثايين مع الادنين ...1 .تدعی 
هذه القردذات شرددات تاتا أو صندوق تاتا أو صندوق برینو آو صندوق هوجنکز . 
كما يحتوي الحفز على ترددات أخرى تعمل على تنظيم عملية الاستنساخ . وتلعب 
البروتينات غير الهستونية دورأً إضافياً لدور الحفز . ويذكر بأن قوة تعبير المورثات يعتمد 
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على الحفز . أما في النهاية الثالثة للمورث فتقع منطقة المنهي أو الغالق 1۲٠٣١40۲‏ 
التي لها دور في إيقاف عملية اللاستنساخ . تحتوي ترددات الغالق على ترددات معينة 
تتعاكس مع الترددات التالية لها أو إنها مؤلفة من أوتار مؤلفة من الجوانين 
والسايتوسين متبوعة بثاعين وأدنين ثم جوانين وسايتوسين ثم ثاين وأدنين . تمل هذه 
الترددات شفرات وراثية خاصة تعمل على ايقاف عمل أنزي الاستنساخ عند هذه 
الشفرات . وقد تساهم في بعض الأحياء شفرات إضافية متناثرة في منطقة الحفز 
على الايقاف أيضا . 

في الأحياء بدائية النوى فإن هذه الشفرات تمل مواقع لارتباط بروتينات معينة 
تعمل على ايقاف عملية الاستنساخ تدعى هذه ببروتينات الغلق كما أنها تساعد 
على فصل شريط الحامض النووي ۸4 من المورث(الشكل 15-2) . 

إن هناك عدداً من الاختلافات الجوهرية فى تركيب المورثات فى الاحياء اذ تمثل 
المنطقة المشفرة فى مورثات الأحياء بدائية ارف ةة واحدة NY‏ بينما يحتوي 
المورث فى ألا حقيقية النوى على مناطق مشفرة تدعى بانحاور 8E×015‏ ومناطق 
غير 7 تدعى بالمتداخحلات [١1۲٥١١‏ . تترتب هذه بطريقة متوالية اد يتبع 
محور متداحل وکل متداخل يتبع بمحور . كما يختلف عدد الحاور والمخداخلات لكل 
مورت اساد إل ذلك فان اللفة ال الغ رة لات اا خاد دة الرف 
هي في الحقيقة محور مفرد فقط (الشكل 15-2) . 

أما الاختلاف الآخر فهو أن العديد من مورثات الأحياء بدائية النوى تشترك فى 
محفز واحد وغالق واحد وهو ما يدعى بنظام الاوبرون . حيث يتم استنساخ ا 
امورثات مرة واحدة لإنتاج جزئية حامض نووي ۸١4‏ طويلة جدأً في حين أن لكل 
مورث فى الأ حياء حقيقية النوى محفزا وغالقا خحاصا به (الشكل 15-2) . 

ويذكر أن جميع مورثات البكتيريا ومعظم الأحياء بدائية النوى تكون أحادية 
النسخة٥‏ ١ع‏ إمهء ماع١ا؟‏ بينما مكن إيجاد مورثات أحادية وثنائية ومتعددة النسخ 
فى الأحياء حقيقية النوى . 
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Terminator yi غالق أو‎ 


Promoter jaz 
J y 
ف د ا ء ندأثسة‎ 
BIZZLE 
| النوی‎ 
وال ا‎ 5 
Spacers غالق‎ 
0 ۷ 9 
چ ڇڪ‎ | 


| مورث (3) | مورث (2) مورث (1) 


نظام الأوبرون فى الأ حياء بدائية النوى 


(قشل المواقع التي تستنسخ ولا تترجم) 
متد اخحلات [1")۲0٩8‏ 


O 


غالق 1 


المورث في الأحياء گے 1 


حقيقة النوى محاور Ex01S‏ 
(تمشل المواقع التي تستنسخ وتترجم) 


(الشكل 15-2 ): تركيب المورثات في الأحياء حقيقية ويدائية النوى. ويلاحظ بأن هناك 
اختلافاً واضحاً في تركيب المورثات للمجموعتين 
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وبالإضافة إلى منطقتي الحفز والغالق التي تم الحديث عنهما فأن المورثات تحتوي 
أيضا على مناطق أخرى تدعى بمضاد القائد أو الدال ۲٥ل۵ءاا١۸‏ يقع بعد منطقة 
احفز وفى بداية المنطقة المشفرة وله أهمية كبيرة فى توجيه الحامض النووي ۸۸۸" 
E Rg‏ 
والترجمة) . 

كما تحتوي المورثات على مناطق أخرى تقع في نهاية المنطقة المشفرة قبل منطقة 
الغالق تدعى بمضاد الجرار ادانة٣‏ نا١‏ وله أهمية في أداء وظيفة الحامض النووي 
والحفاظ عليه من التحطم ووظائف أخحری . ویذکر بأنه في عملية الاستنساخ 
فأنه يتم نسخ مناطق مضاد القائد ومضاد الجرار لتكوين منطقة القائد والجرار في 
ا لحامض النووي "۸١4‏ كما أن هذه المناطق ليست قابلة للترجمة (الشكل 16-2) 


E Es 


T/C 
ت‎ | 
حفر‎ Anti gene Anti 
Promoter Leader TAC ------ ATC. Trailer Terminator 
ا و ا ا‎ 
الغالق مضاد الجرار المنطقة المشفرة فى المورثف مضاد الدال‎ 
Leader 1 
A/G AUG St UGA Trailer 
mRNA ۈگگ"لل ت‎ 3 
الجرار منطقة التأسيس الدال‎ 


(الشكل 16-2 ): قالب الحامض النووي منقوص الاوكسجين والحامض النووي المرسال. 
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ل متداخل محور | 
أستنساخ 
الدال 
ا 
3 ر ا ا ت ا ا مس 
الجرار الزشلن 
mMRAN Spılicing‏ الابتدائي 
تقطیم الحامض النووي 
3 2 1 


ج س مت س سد س ا ۸ ل ت ن o e‏ 


ل 
التحام قطع الحارر 
ر 3 2 1 از م تح 
E EE EOD SOS 3‏ ی الدال 
الحرار 

إضافة قبعة الجوانسين وذيل الادنبن المتعدد 

قبعة 5 

ی 


(الشكل7-2|): عمليات القطع والتحوير في الحامض النووي المرسال الابتدائي في الخلايا 
حقيقيه النوى 
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Genelic code الشفضرة الورائية‎ 


كما ذكرنا فى تركيب المورثات فأن هناك مناطق مشفرة فى المورث وهذه المناطق 
التي يتم نسخها وترجمتها فيما بعد . تقراً نيوكليوتيدات المورثات بشكل ثلاثي وتقراً 
عاأدة کقواعد ثلاثية وتقثل کل ثلاث قواعد نايتروجينية شفرة وراثية مفردة او ما 
عى بالکردوت 00408 وغل كل فة وراه خد اسسا همها ور مها اما 
أمينياً . وحيٿ إن هناك أربعة آنواع من القواعد النايتروجينية فأن هناك 64 شفرة 
ورافة (4 قل غين حامضا أمينيا دونظرا لقلة غذد الأخناض الأ مينية مقارنة 
بعدد الشفرات الوراثية فقد وجد أن هنا بعض الأحماض الأمينية تكون مثلة بأكثر 
من شفرة وراثية واحدة (جدول 2-1) . 


Genes expressi01 تاlڻروملا تعبیر‎ 


يقصد بتعبير المورثات هو قدرتها على التعبير عن نفسها حيث أن هناك مورثات 
مكبوتة ليست لها هذه القدرة » ويتم التعبير بخطوتين : الأولى وهي استنساخ المورثات 
وبناء نسخة حاأمض نووري ۸4" نظيرة منه » والثانية » هى ترجمة الشفرات 
الوراثية التى حملها الحامض التووي ۸4 . 


Gene Transcripfioı تlڈروkا استنساخ‎ 


يحمل تتأبعات معينة خحاصة من الشقرات الوراثية عن ترجمتها فيما بعد لإنتاج 
اة دنك الكت .الا أن هذه العملية لا تكون مباشرة مع الورث بل أن هناك 
وسيطاً في هذه العملية إلا وهو الحامض النووي المرسال (۸×۸") . 

یتم ياء حزيئة الحامضص النووي المرسال بوأاسطة ازات بلمرة خحاصة بذلك 
تدعى بأنزيأت بلمرة الحامض النووي RN4-عsإe‏ ",اه۴ 4 PRN‏ وتتلك الأحياء 
بدائية النواة كالبكتيريا أنزا مفردا لذلك هو أنزي بلمرة الحامض النووي 8١4‏ العام 
حيث يتم بواسطة هذا الأنزيم استنساخ جميع أنواع الحامض النووي 8×4 . 
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أما الأحياء حقيقية النوى فتمتلك ثلاثة أنواع من هذه الأنزعات وهي أنزيم 
بلمرة الحامض النووي ۸۸۸ الأول! اه۴ #١4‏ المسؤول عن استنساخ الحامض 
النووي الريبوسومي ۲8١4‏ (5,185 28) وأنزيم بلمرة الحامض النووي ۸١4‏ الثاني 
N4 P01 1‏ المسؤول عن استنساخ الحامض النووي #١۸‏ المرسال وأنزيم بلمرة 
الحامض النووي ۸١۸‏ الشالث 111 ۲01 ۸١4‏ المسؤول عن استنساخ الحامض 
النووي الناقل ۸١4‏ ۲ والحامض النووي الريبوسومي (58 ۲۸۸) . 


1 ILeu 
AUA 
AUG 4l met 


U 
C 
A 
G 
U 
C 
A 
G 
U 
C 
A 
G 
U 
C 
A 
G 


(جدول 2-|): الأحماض الأمينية الطبيعية وشفراتها الوراثية. كل شفرة مكونة من تتابع 
ثلاثي النيوكليوتيد ويلاحظ وجود أكثر من شفرة لبعض الأحماض وكذلك شفرات الابتداء 
والانتهاء. 


تدأ عملية الاستنساخ باستقرار أنزيم بلمرة الحامض النووي P۸١4‏ فوق منطقة 
المحفز الكائنة قبل المناطق التى تمثل الشفرات الوراثيةوعلى أحد أشرطة الحامض 
النووي (N4‏ الذي يدعى بالشريط الحساس . يبدا عندها بناء نسخة R١4‏ بإضافة 
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انی كليوتبدات اعتماداً على تردد القواعد النايتروجينية ية في المورث حتى الوصول الى 
منطقة الغالق حيث يتم إيقاف عملية الاستنساخ وانفصال شريط الحامض النووي 
ےRN4‏ عن المورث . ویذكر أنه فی الأحياء بدائية النوى يتم استنساخ عدة مورثات 
No E E E‏ 
۴۸ من المورث ویدعی عندئذ بالشريط غير الناضصج فأنه يجرى عليه العديد من 
التحوررات: مغلا يت التخاضر من المناطق التي تمل المتداخلات حيث لا يكن 
ترجمتها وثم ربط اجاور مع بعضها . كما تتم إضافة ذيل عديد الأدنين۸ را۴ 
للنهاية الثالثة وقبعة الجوانسين للنهاية الخامسة . (شكل 18-2) . وبالإضافة إلى 
الحامض النووي ۸١4‏ المرسال فأنه يتم استنساخ نوعين آخرين من الحامض النووي 


: laa RNA 
o CH3 
N 
N قبعة الحوانسن 3> ص‎ 
| 7-methy! guanosine 
HN SS : 
N 
O 1 
5+ Cln- O- ٠ O- ٠ O0- CH2 
5 ۰ ۰ ا‎ | 
0 O-CH3 
1 
ذيل عديد الأدنين‎ O=P-O-? 
0ن س (4۸۸۸)4-الارتباط مع النهاية الثالثة‎ AAAAOH 0 منطقة‎ 
الارتاط مم ا‎ 
نهاية الخامسة‎ 


(الشكل 18-2 ): التركيب الكيميائي لقبعة الجوانسين 5-06 في النهاية الخامسة لجزيئة 
الحامض النووي المرسال وذيل الأدنين في النهاية الثالثة 
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الحامض النووي 84 الريبوسومى(۲]8۸N۸)‏ والناقل N۸(‏ 8۸ ]) . وتوجد 
مورثات خاصة لإنتاج هذه الأنواع كما أن هناك بعض التحويرات الخاصة التي تحعصل 
لهما بالإضافة إلى ما سبق (شكل 19-2) . 


Irn 
مورث الحامض النووي الريبوسومي‎ 
ر استنساخ‎ 
5 3 30 S Pre-rRNA 
(الشكل 19-2):استنساخ انشطار‎ 


الحامض الرييوسومي وعمليات 2 
ما بعد الاستنساخ التي تتضمن  16S rRNA 23S1 RNA 5$ ]RN4‏ 
شطرجزيء الحامض 

1 ا 


الريبوسومي الأولي الى 


الترجمة Translation‏ 
وهى عملية ترجمة الشفرات الوراثية المحمولة على الحامض النووي۸RN۸‏ 
الال نالرات لاح سال عد ادان برط اناري 
المرسال بواسطة منطقة الدال موقع معين على الحامض النووي الريبوسومي لتكامل 
الترددات الموجودة في منطقة الدال مع تلك الموجودة في الحامض النووي الريبوسومي 

ا لمؤلف للريبوسومات . 
يتم بعدها تحرك الحامض النووي المرسال نحو الأمام للكشف عن شفراته 
الوراثية تباعا و يتم بناء سلسلة عديد الببتيد اعتمادا على هذه الشفرات حيث 
تضاف الأ حماض الأ مينية واحدا تلو الاخر مستندة إلى ترتيب الشفرات الوراثية . 
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ويقوم الحامضص النووي الناقJل i RNA‏ بدور مهم فی ذلك حيث يحمل هذا 
الحامض شفرة مضادة ۸)٥ ٥١‏ تمثل مفتاح لارتباط حامض أميني معين معه 
ويساعده فى هذا الارتباط Aminoacy1 )NRNA Synthetase gji ÎJ|‏ الذي يعمل على 
ربط الأحماض الأمينية مع الشفرات المضادة للأحماض النووية الناقلة . ثم تقوم هذه 
حيیث تضعها مقابل الشفرات الوراثية المناسبة لها ٍ وة فی هذه العملية العديد 
من البروتينات الاخرى التى تساهم فى اطالة سلسلة عديد الببتيد وربط الأحماض 
الأمينية مع بعضها وكذلك في إطلاق وتحرير هذه السلاسل (الشكل 20-2) . 
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ت IRNA-Ser‏ 
الحأمض النووي الناقل- أرجنين 


(الشكل 20-2): آلية الترجمة في الريبوسوم. يرتبط الحامض النووي المرسال بالريبوسوم عن 
طريق الترددات المكملة لترددات الحامض النووي الريبوسومي وتبدا الترجمة عادة يريط 
حامضي الميتونين والفورميل ثم تتوالى ترجمة بقية الشفرات الوراثية. كما يلاحظ أهمية 
المركب الحلقي ۸1۶ و انزيم الامينواسيل ]۸[N4‏ سنثيتيز في ريط الأحماض الأمينية مع 
جزيئة الحامض النووي الناقل اعتماداً على الشفرة المضادة المحمولة عليه. 
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تنظيم تعبيرالمورتات 

تختلف أشكال الخلايا فى الكائن الحى اختلافاً كبيرا وخصوصاً فى الأحياء 
مندة اليا : فلن ارم من الوك علدا كائن خن مین مجن راخدالا آنا 
اف م ع ا ا و ا به ا الدعرة أو 
ا و ا ی ی ر ی ا 
مجاميع المورثات . فبعض الخلايا تشغل و أخرى 
وخلايا أخرى تشغل مجموعة أخرى وتكبت ثانية وهكذا . إن الاختلاف فى الشكل 
المظهري مخلايا النوع الواحد وكذلك الاختلاف في وظيفتها يؤكد وجود آليات عديدة 
تتش السيطن غل غفل ارات : 

يعكن تمييز نوعين من المورثات من حيث العمل في الخلايا . الأولى تعرف بأنها 
دائمة التعبير وهي التي تقوم برفد الخلية منتجاتها باستمرار . أما الثانية فهي المورثات 
المؤقتة التعبير ويتم التعبير عنها تحت ظروف حياتية خاصة . يختلف تنظيم تعبير 
المورثات في الأ حياء بدائية النوى عن ماهو موجود في الأحياء حقيقية النوى . إذ يتم 
التنظيم في الأولى عن طريق نظام الاوبرونات والمنع الامدادي الرجعي بينما لا تمتلك 
الأحياء حقيقية النوى نظام الاوبرونات أغا توجد انظمة أخرى للتحكم . يتألف نظام 
الأوبرون من مجموعة من الورثات التركيبية زائد مورت كابت . وهناك نوعان من 
الاووات هخا ا روا ت الف نة لفحت و رات الكيت: تفل الا روات 
القابلة لخت بطرفة الخ اللاب زالرت :ر السك المالب عن طريق 
وجود الادة الحاثة أو غيابها حيث إن وجود المادة الحاثة يؤدي الى تثبيط عمل بروتين 
الكبت ويطلق عمل الاوبرون بينما يؤدي غيابها إلى إطلاق عمل بروتين الكبت 
الذي يرتبط مع مشغل المورثات التركيبية ويوقف عملية استنساخحها 


(الشكل 21-2) . 
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أرتباط البروتين الكابت مع المشغل لمنع المورثات التركيبية من التعبير عن نفسها 


ر 


س 2 الحث 
المادة الخحادثة (( بروٹن الک 


أضأفة مادة حاثة 
تشبيط بروتين الكبت س 
a RS A 1 12 [3‏ 3 
استنساخ المورثات التركيبية جزيشة أنزم بلمرة الحامض المورث وإزالة 
النووي الريبوزي الكبت عنها 


إنتاج 


(الشكل 21-2): الاوبرون القابل للحث ويلاحظ بأن بروتين الكبت قادر على منح المورثات 
التركيبية من التعبيرعن نضسها حيث يرنبط مع المشغل عند عدم وجود مادة حاهثة ولكن 
اضافة مادة حاثة تؤدي الى فك ارتباطه بالمشغل لتحريره وبالتالي تمكين المورثات التركيبية 
من التعبير عن تضسها. 
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آم التحكم الموجب فيتم من خحلاله حث الاوبرون على العمل في حالة وجود 
المادة الحاثة ویتم الحتث عن طریق تکوین معقد بروتىن الهدم 4۲۴-أحادي فوسفات 
الادنين الحلقى cAMP‏ الذي برتبظ @ محفز الورثات الخ كية للاوبرون . ويحتها 
على العمل أما غياب المادة الحاثة فيؤدي إلى توقف تكوين معقدات ما يسمح لبروتين 
الكيت بالارتباط مح مشغل المورثات اله ومن تم ايقاف الاوبرون عن العمل 
(الشكل 22-2) 

ويذكر بأن غياب المادة الحاثة فى التحكم الموجب ليس كافياً لوحده لكبت 
الاوبرون بل لابد من وجود مأدة اخحری . ويعتبر أوبرون اللاكتوز من أفضل الأمغلة 
على التحكم التبا والموجب ن الاوبرونات القابلة للحث . کمایعتمد اوبرون 
الارابينوز على التحكم الموجب . أما الاوبرونات القابلة للكبت فتعملل بطريقة 
إذ يتمكن البروتين الكابت من أيقاف عمل الأوبرون بعد ارتباطه مع جزيئة ثانية 
تدعی القرين وتتكون جزيشات القرين عند وجود الادة ألحاثة . بينما یتم قير 
الاوبرون على العمل عند غياب المادة الانة لعدم تکوین جزیئات ار . ويعتير 
اویرول ال لتربتوفان أفضلل الأمثلة على هیا النوع من الاوبرونات (الاشکال 23 و 
و E‏ : 

أما النظام الثاني المعتمد في تنظيم تعبير مورثات الأحياء بدائية النوى فهو نظام 
المنع الأمدادي الرجعى . يبعتمذ هذا النظام على أيقاف عمل المورتأات عندما تتکون 
نواتج ثانوية ايضية عستوى عال . آم الأحياء حقيقية إلنوى فلا وجود لنظام 
الاوبرونات فيها ويعتمد نظام التحكم فیها على برامح أُخری أكشر تعقيدأ ولا يزال 

نبتت تجارب تهجين الحامض النووي بأن خلايا النوع الواحد لا تختلف في 


ara f 


اچ 


cAMP CAP 


استنساخ المورثات التركيبية 
سکر الارابینوز + 
< 
(الشكل 22-2): التحكم الموجب 
بروتین منشط 
لأويرون الارابينوز في بكتيريا 


القولون بوجود سكر الارابينوز 


بے ا ا 
@ اضافة قرين كابت iS REE‏ 


التحام الروت الكابت مع القرين 
الكابت لتنشيط البروتن . 


أتزيم بلمرة الحامض 
النوویٰ RNA‏ ے0 غير قادر على الارتباط مع المشغل 


ر 


(الشكل 23-2): تمودح لأويرون التثببيط حيث كا يتمكن بروتين الكبت من منع المورثات 
التركيبية عندما يكون لوحده ولكن بالأرتباط مع قرين الكبت يتمكن من تنظيم عمل المورثات 
التركببية. 


nan 


06 


کک ۲ ۷ 
قاعدو 
جلا کتوسایدترانس 
استایر 8 - جلا کتوساید براییز 


(الشكل 24-2): تموذج أوبرون اللاكتوز في بكتيريا القولون. 


lve 
metE 
his أوبرون‎ 
)٣۷ أوبرون‎ trpR 
Lac أوبرون‎ 


(الشكل 25-2): موقع الأوبرونات في بكتيريا القولون 


الف 
امحفز الثاني المبطى المشغل الأول 


د 


تتابعات غلق إلا ستنساخ 


160 156 1590 1363 119j 804 36 250 


زیح قاعد ي bP‏ 


(الشكل26-2): تركيب اوبرون التربتوفان في بكتيريا القولون حيث يظهر أن هناك المحضفز 
الرئيس 1۴1 والمحفز الثاني ۲2 لزيادة استنساخ مورثات التريتوفان ]۲٣,8,4‏ والميطئ ۵ 
الواقع بعد مورث المنظم ]۲) ولا يظهر مورث المنظم ۲۸] لأته يقع بعيدا عن الأوبرون. 
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لقد وجد أن نظام تشغيل المورثات أو السيطرة على تعبيرها يختلف تبعاً نجموعة" 
لمورثات اللطلوب التعبير عنها ولا توجد تفصيلات كثيرة حول أنظمة التحكم هذه 
نظراً للتشابه الكبير في البروتينات غير الهستونية في الأحياء حقيقية النوى لذلك 
فانه يعتقد أن لها دورا في هذه العملية . 


يعتبر نظام السيطرة الهرمونية أفضل الأ نظمة المعروفة الآن في الأحياء حقيقية 
النوى المتطورة حيث تعمل الهرمونات كإشارات حت المورثات على التعبير أو ايقافه . 

يعتبر هرمون الاكديسونء١0ءرلء8‏ من الأمثلة المعروفة في نظام السيطرة 
الهرموني حيث وجد أن معاملة يرقات ذبابة الفاكهة أدت إلى ظهور انتفاخات تشبه 
الفرشاة على صبغيات الغدة اللعابية وهو ما يؤكد على أن لهذا الهرمون دورا فى حث 
امورثات ويمكن أن شل الهرمون في هذه الحالة إشارة معينة لإطلاق برامج وراثية 
جاهزة وكأملة . 

وعلى الرغم من ورود العديد من الأدلة حول دور الهرمونات في تنظيم تعبير 
المورثات إلا أن الموضوع أعقد بكثير من ذلك . إن أفضل الأمثلة التي يكن سوقها في 
هذا لجال هى المورثات السرطانية الابتدائية . تعثل هذه المورثات المورثات الطبيعية 
النظيرة للمورثات السرطانية الراشحية الموجودة في الرواشح المرتدة . لقد وجد أن نسبة 
SS E E a‏ 
ا ا ا ا 
وجد أن آلية تنشيط مثل هذه المورثات مختلفة حتى فى المورث الواحد . إذ يتمك 
مورث معين مكبوت من التحول إلى الصورة النشطة عبر طفره وراثية لزوج واحد من 
القواعد النيتروجينية أو عبر انتقال المورث جنب محفز قوي لمورث آخر من خلال 
الانكسار الصبغى وحصول الانتقال الصبغي . 

ک آ ن هناك طا اى دون الط إن ادف هده اللات كد 
تعقيد نظام السيطره ه على تحبر الورتات :ان يبحٿث في هذا اتجال هو 
المورثات الكابتة والتى يعتقد أنها تمثل أحد أنظمة السيطرة على التعبير . ولا يزال 
يتسابق العلماء في ابراز دور هذه المورثات للأهمية الكبيرة لها والتي تعلق عليها 
الامال ية غل الرطان: 
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٤‏ أنزيمات هدم الأحماض النووية 
1. أنزيمات الهدم الداخلي 

2 . أنزیمات الهدم الخارجي 
أنزيمات هدم الحامض النووي R١۸‏ 
أنزيمات هدم الحامض النووي 5×۸ 
الأنزيمات المقيدة أو القاطعة وأنواعها 


¢ 


الأنزيمات 


ر 


مواقع عمل أنزيمات التقييد 


مه 


فصل قطع الحامض النووي (N4‏ المعاملة بالأنزيمات القاطعة 
i‏ الطرد المركزي الفائقى 

| الهجرة الكهريائية عبراتهادم 

ا التركيز بالتماثل الكهريائي 


بثأء خرائط مواقع أنزيمات التقييد لجزئية حامص نووي05N.۸‏ 


في 


أتزيمات اللحام 


الهندسة الور 


تحوبر النهابات العمياء هي قطع !لحامض النووي DNA‏ 
آولا : الروأبط 


ده 
+۰ 


N DESREN KOME HONORS 2A CKOREKERNK BONU Keti terin 0" 
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ثانياً: التوصيلات 

ثالثاً: التذبيل بالبوليمر المتجانس 
أنزيمات بلمرة الأحماض النووبة 
أنزيمات تحوير الحامض النووي 5×۸ 
أنزيمات أزالة الأنطباق والبرم 
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مقدمة 

تتطلب الهندسة الوراثية تقطيع الجحامض النووي 0×4 وعزل القطع الناتجة 
لاختيار المناسب منها . كما قد تتطلب هذه العمليات تحوير هذه القطع حعلها مناسبة 
أو معاملة هذه القطع لإضافة أو إزالة مجاميع كيميائية معينة أو لحامها مع ناقل 
مناسب أو قطع إضافية لزيادة كفاءة الهندسة . تتم جميع هذه العمليات عن طريق 
عمل مجموعة كبيرة من الأ نزعات التي يطلق عليها أنزعات الهندسة الوراثية . وتعتبر 
هذه الأنزعات من أكثر ركائز الهندسة الوراثية أهمية لا لها من دور كبير في عزل 
المورثات والتعرف على تركيبها . فمشلا الخرائط الأنزيية للمورثات تساعدنا في تيز 
مواقع المورثات ومواقع الأنزعات فيها . ويمكن من خلالها أيضاً اختيار الأنزعات 
ا لمناسبة لعزل مورثات معينة . وهكذا نجد أن الهندسة الوراثية فى حقيقة الأمر بدأت 
مع بزوغ E e‏ ا ا و غات و 
قسمت تبعا لذلك إلى خمس مجاميع رئيسة هي : 

! . أنزعات هدم الأحماض النووية 


Nucleic acids hydrolysı1s enzymes or Nucleases 


. أنزمات اللحام Ligases‏ 


٣ر‎ 


Polymerases ةرمذiبلئا أنزمات‎ . 3 


Modifying enzymes ريوحتll أنزيھأت‎ . 4 


ئ 


. أنزعات إزالة الانطباق sع‏ €2" 0p0140‏ 1 


اتزيمات هدم الأحماض النووية ؛ءءمء[اNıc‏ 


تعمل هذه الأ نزعات على اأستهداف رأبطة الفسفور ثنائى الأستر -0طميمط۴ 
diester bonds‏ التي تربط النيوكليوتيدأت بعضها ببعض طولياً ولتي تقثل العمود 
الفقري لسلاسل الأحماض النووية » قسمت هذه الأنزمات على محموعتن هما : 
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أ . أنزعات الهدم الد اخلي sعsھء‏ اهل" ۴ : وهي أنزعات الهدم التي تهاجم 
روابط الفوسفور ٿنائي الأستر من داخحل سلاسل الحامض النووي وتؤدي إلى إنتاج 
قطع مخحتلفة الحجم من الحامض النووي (الشكل 1-3) . 

ت + نزغا الهدم الخارجي ١ءء‏ اه8 : وهي أنزات الهدم التي تهاجم 
روابط الفوسفور ثنائي الأستر في نهايات سلاسل الحامض النووي مؤدية إلى إنتاج 
وحدات مفردة على الأغلب من النيوكليوتيدات (الشكل 2-3 ) . 

وفي كلتا انجموعتين فأنه يكن وجود أنزيات هدم خحاصة بالحامض النووي 
DNA‏ تدع DNases‏ - easesاDeoxyribonuc‏ وأخحرى خاصة بالحامض النووى 
Ribonucleases- RNases yea RNA‏ . 


آنزيمات هدم الحامض النووي RNases ( RN4)‏ 

استخلصت هذه الأنزعات من مصادر مختلفة . فقد استخلصت ثلاثة أنواع من 
هذه الأنزیات من بکتیريا القولون ناهء.٤‏ وهى 1 ٭4٠ R١‏ الذي يعمل على هدم 
نیو کلیوتیده واحدة وأنزي RNase II‏ الڏي يعمل على هدم شه اخأمضص النووى 
دإخلياً وخارجيأ اعتبارا من النهاية الخامسة لإنتاج قطع مإْلفة من نيوكليوتيده مفردة 
وأنزي ۸۸٤١ 1١1‏ الذي يعمل على الهدم الداخلى للمناطق المزدوجة من الحامض 
النووي . 

کیا ا أنزي هدم داخلي من بنکریاس الحیوانات سمي 44٥(‏ ×۸ 
(A‏ يهاجم داخليا مواقع ارتباط البيرميدينات مع درة الکا ر اة ص ا 
f i‏ ا مه + » ‘te‏ آ e‏ ر o.‏ و“ 
الخماسي : حصراً لإنتاج ج حامضص نووي موْلف] من تيو كايو تيدات بير ميدينيه 
مفردة إضافة إلى قطع حأمصض نووي مختلفة الطول . كما تم عرزل انرم هدم داخدي خر 
من قطر الاسبرجلس ٥1۷2۵٥0‏ ٤٧اازعامم‏ ۸ سمی (۲1 ۸[۸458) يعمل على 
مهاجمة روابط الا سر الموجودة فی مواقع شو کل دات تحتوي على إلجوانين فةطل ومن 
النهاية الخامسة . 

2 


E E gi E a a 


Ha. SHS HH 
ETE TE 4 CF 100 


E ` 
33 a 
EEE 

| ا 


(الشكل3-|): عمل آنزيمات الهدم الداخلى. تستهدف هذه الأنزيمات أواصر السكر - فوسفات 
الداخلية لأشرطة الحاأمض النووي (N4‏ المفردة أو المزدوجة لإنتاج نيوكليوتيدات مضردة أو 
مزدوجة عن طريق تحطيم هذه الاشرطة (أ و ب) فيما تقوم أنزيمات أخرى بفك آصرة السكر 
- فوسفات بين زوج واحد من نيوكليوتيدات شريط مزدوج من الحامض النووي (N۸4‏ (ج) 
دون فصل النيوكليوتيدات عن الشريط. 
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(الشكل2-3) : عمل أنزيمات الهدم الخارجي. تستهدف هذه الأنزيمات نفس الأواصر التي 
تستهدفها أتزيمات الهدم الداخلى الا آنها تختلف عنها في الموقع الخارجي أو الطرفي لعملها 


أنزيمات هدم الحامض التووي D۸N ases -)0N4(‏ 

تعمل هذه الأنزعات على مهاحمة روابط الفوسفور ثنائي الأستر فى سلاسل 
ا لحامض النووي (N4‏ . وقد تع عزلها من أنواع مختلفة من الأحياء . 

فقد وجد أن لبکتیريا القولون 1اهء.8 ثلاثة أنزمات كعءةN[‏ خارجية الهذم 
أطلق عليها (11,111,] eئeaآ۴×x×onue)‏ . حیث يعمل الأنزيم الأول على مهاجمة 
روابط الأستر فى السلاسل المفردة للحامض النووي (N4‏ أو ۸١4‏ مؤديا الى 
تقطيعها الى وحدات ثلاثية النيوكليوتيدات ومن النهاية التي ترتبط فيها مجاميع 
الهيدروكسيل مع ذرة الكاربون الثالثة للسكر . بينما يهاجم الأنزي الثاني السلاسل 
الزدوجة للحامض النووي N4۸‏ عند نفس مواقع عمل الأ نزي الأول . ويختص 
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الأنزيم الثالث في مهاجمة روابط الأستر في السلاسل الحلزونية المزدوجة من 
ا لحامض النووي5×N۸‏ . 

کمام استخلاص نوعن من أنزمات الهدم الداخلي وذلك من طحال وبعضص 
غدد الحیوانات سمیت ب آ1 و 5×٤۴‏ . حذف يعمل الانزيم الأول 1 DNase‏ على 
مهاجمة الروابط الداخلية للحامض النووي 0×4 مؤدياً إلى إنتاج وحدات لا يتجاوز 
طولها أربعة نيوكليوتيدات تحتوي كل وحدة منها على مجموعة فوسفات مرتبطة مع 
ذرة الكاربون الخامسة ومجموعة هيدروكسيل مرتبطة مع ذرة الكاربون الثالثة للسكر . 
بينما يعمل الأ نزم الثاني ١1ء04‏ المستخلص من الطحال والغدة الثيموسية لبعض 
الحيوانات على هدم الحامض النووي (N4‏ داخليا منتجا وحدات لا يزيد طولها على 
ستة نيوكليوتيدات ترتبط مجاميع الهيدروكسيل فيها مع ذرة الكاربون الخامسة بينما 
ترتبط مجاميع الفوسفات مع ذرة الكاربون الثالثة . 

وبالإضافة إلى هذه الأنزعات فقد تم عزل مجموعة أخرى من أنزعات الهدم 
الداخلي للحامض النووي 20×4 سميت بالأنزيات الققيدة أو الحددة أو القاطعة 
NE SÎ Restriction enzymes‏ من سابقاتها وأكثر أهمية في الهندسة 
الوراثية . 


الأنزيمات المقيدة أوالقاطعة 
Restriction endonucleases or enzymes‏ 
يرجع تأريخ اکتشاف هده الأ نزات ت عام 1962 حیت ع تفسیر ظاهرة المناعة 
gill Host-controlled restriction‏ تہدیھا بکتیریا القولون ااهع.8 من السلالات K‏ 
و ۴ عند إصابتها بالعايثات الى وجود أجهزة تقييد تعمل على منع أو عرقلة غو وتكاثر 
الخافاف“ 
تتألف هذه الأجهزه من مجموعة أنزعات تعمل بطريقة ما على إتلاف المادة 
الوراثية للعاثيات أو تقييد فعاليتها . لذلك أطلق على هذه الأ نزعات بالا نزعات المقيدة 
أو الحددة . 
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لقد وجد دوسیوکس و آربر 0۴۲ ۸& ×10ءءا في عام 1962 أثناء عملهم مع 
بكتيريا القولون والعاثي لامبدا بأنه يحدث انخفاض كبير في كفاءة إصابة العاثي 
عندما يراد إصابة بكتيريا القولون سلاله × بعاثيات معزولة من السلالة ۴ أو 
العكس . وكذلك انخفاض في كفاءة الإصابة عند تربية عاثيات معزولة من 
السلالةK‏ فى السلاله ۴ وإعادة الإصابة للسلالةK‏ أو العكس . 

وقد عزت هذه الظاهرة إلى الفعل المناعي للمضيف الأخير والمتمثل بتحديد 
فعالية العاثيات عن طريق الأ نزعات المقيدة أو الحددة . كمافسرعلم تأثير هذه 
الأنزعات في المادة الوراثية للمضيف بحصول تحوير في مواقع معينة وعلى طول المادة 
الوراثية للمضيف بحيث لا تتمكن هذه الأنزعات من التأثير في المضيف . وقد وجد 
لاحقاً أن هذا التحوير يتمثل في المثيلة 16۲110١‏ التي تتضمن إضافة مجاميع 
المثيل C۳3‏ -إلى مواقع عمل هذه الأنزعات . 

وعلى الرغم من معرفة آلية الفعل المناعي في البكتيريا اعتمادأ على الأنزعات 
المقيدة إلا أن فهم كيفية عمل هذه الآلية أستغرق سنوات طويلة بعد ذلك . وقد نال 
كل من آربر وسمث وناثان جأئزة نوبل للعام 1978 كونهم اكتشفوا هذه الاألية التي 
ثل أحد المفاتيح المهمة في الهندسة الوراثية . لقد تم عزل أنواع عديدة من الأ نزعات 
الملقيده منذ العام 1970 . ويصل عدد الأ نزعات المكتشفة لحد الأن أكثر من300 أنزيم 
قادرة على تييز أكثر من 100 موقع تقييد أو قطع على المادة الوراثية . 
أنواع الأنزيمات المقيدة أو القاطعة 

قسمت هذه الأ نزات اعتماداً على قدرتها على القطع المتخصص واحتياجاتها 
الكيميائية للقيام بوظائفها الى ثلاثة آنواع هي : 

اول : الأنزعات الققيدة - الطراز الاأوJ Type I Restriction enzymes‏ : 
وتشمل الأ نزات الأولية المستخحلصة من بكتيريا القولون السلالة × و ۴ المصابة 
بالعاثي لامبدا وتعمل هذه الأ نزات على القطع العشوائي للحامض النووي 0×4 . 
ولوحظ بأن هذه الأ نزعات ترتبط في موإقع القطع ثم تبدأً بهدم السلاسل المزدوجة في 
اتجاه واحد لمسافة تتراوح بين 5000-1000 نيوكليوتيد ثم تبدأً بعدها بهدم سلسلة 
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مفردة لمسافة أخرى وتتوقف بعدها عن العمل . تحتاج هذه الأ نزعات لعوامل مساعدة 
مثل أيونات المغنيسيوم 2( وجزيئة أدينوسين ثلاثي الفوسفات ۸۲۴ وأدينوسيل 
مثو نىن S-adenosyl . Me(h10111€‏ . 

ثانا : الأ نزمات المقيدة- الطراز الثاني ype [1 Restriction enzymes‏ : تعتبر 
هذه الجموعة من الأ نزات من أهم مجاميع أنزعات التقييد لاستخدامها واسع النطاق 
فى الهندسة الوراثية . تمتاز هذه الانزعات بقدرتها على قطع الحامض النوويN۸×٥D‏ 
عند مواقع معينة ؛ع)آء ١10ا‏ 5)۲1هR‏ فقط بحيث تعطي عددا ثابتاً من القطع لكل 
نوع من الأحياء . تستهدف هذه الأ نزات ترددات معينة بحيث إنها تقوم بالقطع قبل 
أو بعد هذه دار مباشرة . 

فمثلاً یکن للأنزم القاطع ۸1 E٥‏ أن يتعرف على التردد 6۸۸1۲۲۲3 ٠5‏ 
ويقوم بالقطع بين الحوانين والادنين من النهاية الخامسة . وهكذا فأن الأنزي يقوم بقطع 
ویختلف عدد ترددات مواقع القصع التي تتعرف عليه الأنزهات ا ای آخر 
ولكنها في الغالب تترأوح بين أربعة الى ستة ترددات (جدول 1-3 ) . ونظرا للأعداد 
الكبيرة التى أكتشفت من هذه الأنزمات فأنه تم أقتراح نظام تسمية وضعه كل من 
EOE :‏ وناثان Smıth & Nathan‏ عام 1973 وعلى النحو التالى 

أ) يرمز لجنس الكائن الذي اكتشف فيه الأنزيم بالحرق الأول من اسم الأ نزم 
ويرمز لنوع الكائن بالحرفين الثاني والثالث من اسم النوع . فمثلا الأ نزي المسمیى 0غ 
مأخوذ من البکتیریا زاهء.E‏ فالحرف الأول من اسم الأنزيم مأخوذ من أسم جنس 
البکتیریا ۹٤ء۴‏ وانحرفان الشانی والشالث مأخوذان من اسم نوع البكتيريا 
coli‏ . 

وكذلك الحال بالنسبة للأنزم 117 المأٌخوذ من اسم lلبSتı| Haemophilus‏ 


Haemophilus parai İluرuتiكoلl مأخوذ من اسم‎ Hpa نزم‎ Jl, influenzae 
. و كذلك الحال بالنسبة لبقية الأ نزمات‎ صfاuenzae‎ 
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زجدول 3) : بعض الأنزيمات المقيدة ومواقع التقييد والقطع الخاصة بها. 


Ahalll TIT AAA Bam HI GsaTcC 
Au GG (N) CC Bde I GGCGCEC 
Avall Go fcc BCII TFGATCC 
Alu I AG CT Cle ATCGAT 
Avol CecaGG. FTCGAG nl FaGCCC 
Avrll ÊCTAGG Dde I CTDAG 
Awl GA CEE Î GATC 
Ahall GG CGCC EcoRI CcfGG 
Acy] GG C GCC EcoRI GAATIC 
GACGTC EcoRV GAT ATC 
Ace I GTATAC Fnv 4H1 OCÊNIGC 
GT CGAC Fok I GCGATG(N)9 
Atall  GACGTC CCTACIN)13 
Apal GaecCc Fnv DII cecG 
Ail ` TFECGAA Hae 1] TGG CCA 
Hinf I GA(N)TC 
BÎ TGG CCA Eê lÎ cago 
BNI  CfGG Hae III GG cC 
Bst El  OFGT(NJACC Hha I cC Gc 
BbvI1  GCAGCN8 HindIlI AAGCTT 
CGTCG(N)12 6Î AGG CCT 
BN GGATCIN#4 Hae Il AGCGCT.GG CGC T 
CCTAGINS Her CI Gecccc.GGTACC 
Bglll XÎ GATCT Hind II GTC GAC 
Bsp P1 GCOCGC Hpa I GTT AAC 
Hund II GTTAAC 
Hgl JIH GGGCCC 
Her AI GTGCAC 
KpnI GGTAC EC 
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GATC 


#cGCGT 
TOCGCA 
CÛTIN: AGG 
HK GCOA 
cf ag 

GC GGCCOE 
cé GaocCcGC 
ACATGT 


i1 
CAG CTG. CCG CGG 


cé cGcc 


GEC GOC 
CAG CTG 
CGAT CG 
ECA 


TAT 


cT (N) AGG 


TTC 


KATE 
Gece 
AO CET 
A Î 
ccC GGG 
cecé GG 
CG TEOAE 
GEA TEC 
TCGA 


0 
GAA(NN NN) 
0 0 


A GATCT. G6 GATCC 
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CeccGGG 
CecccG 
CTCGAG 
TCTAOA 


Mba I 
Mlu I 
Mst I 
Mst I1 
Nru I 
Nc I1 
Nat I 
Not I 
Nsp CI 
Nsp BII 
NarlI 
Nace I 
Pvu II 
PvvI 
Pst T 
Rso I 
Sau 1 
Sau 3A 
So NI 
Stv Î 
Scal 
Snıal 
Sac I1 
Sa II 
SphI 
TaqI 
Xn I 
Xho II 
Xma I 
Xma III 
Xho I 
Xba I 


ب) في حالة إحتواء السلالة البحتيرية على ا او عاث فأنه ب يجب إضافة 
اسم البلازميد أو العاثي إلى اسم الأنزم . فمشلاً في حالة الأنزع aR E‏ 
اسم البکتيريا ذاهء.£ فأذا كانت البكتيريا تحتوي على البلازميد! ۸ فأن اسم u‏ 
يصبح EcoR|‏ وكذلك الخال بالنسبة للأنريم Hn‏ الملستخرج من 
البكتيريا 22۴"ء»ا؟م83.1 الحاوية على البلازميد ۸١‏ . 

ج) في حالة وجود أكثر من أنزي لنفس النوع من البكتيريا فأنه تستخدم 
الأرقام الرومانية بعد نهاية الأسم كماهي الحال في EcoRI g EcoR! gjiُll‏ 
۾, Hind Il, Hind IlşHindl‏ . 

ثالغاً : الأ نزات المقيدة - الطراز الٹشائلث Type III Restriction enzymes‏ : 
وهي أنزيات وسط في صفاتها بين الطراز الأول والطراز الثاني الذي يحتاج أيونات 
المغنسيوم وجزيئات ۸1۶ وأدنيلات الميثونين . تقوم أنزعات الطراز الثالث بالقطع في 
مواقع محدده وتحتاج إلى أيونات المغنیسیوم وجزیئات ۸۲۲ إلا أن حاجتها لادنيلات 


e 

الحامض النووی 0×۸ :- ا E‏ هذه في بعص 
الأمور فيما يخص طبيعية موقع التقييد أو القطع ومكان القطع ونواتجه . ومن أهم هذه 
الاختلافات ما يلى : 


أولاً : من ملاحظة نواتج قطع بعض الأنزيات فأنه يتبين بأن بعض هذه 
الا کک يۇدي الى اتاج ذات تهایات ends‏ کک EE Or‏ بينماً 
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<sdgaTcc 3 BamH ¢ sg +  GATCC-3 


0 e 3-CCTAG ٤ G-ٌ5 


کان الأنزيم Eco RI‏ يميز موقع ا 5G AATTC-‏ ويقوم بالقطع بين 


AATTC-3 اران والأدنىن عند النهاية الخامسة منتجاً القطع التالية‎ 
“SF AATTC 3 EcoR | °<5-G + AATTC- 3 
و‎ 
ES 3-CITAA + 6-S 


أما الأنزيم !اء فأنه ييز التردد 6-3 5-416٤٨4‏ ويقطع بين الجوانين 
والأدنين عند النهاية الثالثة منتجاً القطع التالية : 


0 
‘5-CTGCAG -3 Pst | ‘<5-CTOCA + 6-3 
EEE 


3 NT EEE + ACGTC-5 


ويلاحظ من القطع الناتجة عن عمل هذه الأ نزات بأن نهايات القطع الناتجة 
تكون مكملة أو nتnnة Complementary‏ ا سمح لها بالالتصاق مرة أخرى لذلك 
تسمى هذه القطع بالقطع ذات النهايات اللزجة . ويعود إنتاج هذه النهايات إلى موقع 
القطع على سلسلتي مزودج الحامض النووي حيث يكون غير متناظر . أما في 
الأنزعات !4م31 و Hae III‏ واSma‏ فأن مواقع القطع هذه تكون متناظرة تماما كما 
يلاحظ عا يلي : ۰ 
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° 5-GG c3 Hae IH 5-GG CC-3 
E E 4+ 


COGS °“ 3-CC GG-5‏ ر 
Ye‏ 
5-GTT AAC 3 Hapl ‘S-GTT AAC-3‏ 
3-CAA TTG-S5‏ 5 ا - 3 


لذلك فأنه لا وجودللتكامل فى نهايأت القطم النأتجة وتذعى مثل هذه القطم 
بالقطع دات النهايات العمياأء لعدم قدرتها على الالتحام مره 2 إلا بعد تحویرات 

ثانياً : من ملاحظة القطع الناتجة من عمل الأنزعات 81 84۳ و E0 R1‏ 
محتلفة الاتجاه » فمثلا نتوءات القطع الناتجة عن الأنزعات ۴81 82۳ وR1 Ec٥‏ متدة 
من النهاية الثالثة بينما تكون متدة من النهاية الخامسة في القطع الناتجة من الأ نزي 
PstI‏ . 

ثالشا : إن ترددات مواقع التقييد ت تخحتلف فى عدد نيوكليوتيداتها. فبعضصم 
الأنزعات ييز مواقع تقييد رباعية التردد وتقطع قبلها أو بعدها أو بينها كما هي الحال 
فى الأنزمات 01طM‏ و Hae!I!I‏ ,و Sau 3A‏ . 


ّ 
Mbol 5-GATC-3 HaellI 5- GGCC-3 
Sau 3A E -3 


والبعض الآخر من الأ نزيات ييز مواقع تقييد خماسية التردد مثل الأنزيم 
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۸۷١ 1‏ الذي يز الموقع 5-66۲١٤۳73‏ والأنزيم 0۸11ء8 الذي ميز الموقع 
5400-3 وغیرها من الأ نزهات . 

کک کک تبك دة ا وتشذ من 
ويقوم القطم بعده تحمسة ا في السلسلة الاولى , وعشرة ةَ نیو کلیوتیدات 
فى السلسلة الثانية 

1 ر‎ 
-GACGEC(N)5 
N CAGCGS 


الق 8( 5-0046 ف السلاة الا ولى وتخد اي فر توكليو تكد ف 
السلسلة الشانية 5 )N(,, C61٣6‏ 3 . هذا إضافة إلى أنزمات أخحرى (لاحظ 
جدول الأ نزعات القبذة وموافع عملها) 

ا :ان معظم دات مواقع تفتد الأنزمات هي ترددات بالندرومية 
Palindromes‏ حيیث يکن قراءة تردد موقع التقييد بنفس الاتجاه في کلتا سلسلتي 
الحأمض النووي . فمغا مجن قرأءة التردد 3 GAATTC-‏ -5 لوقح تقد الأنزيم Eco‏ 
RI‏ بنقس الاتجاه في سلسلتي الحامض 1 لنووي . 

‘SGAATTC-3 
3-CTTAAG-5 

إلا أن مواقع تقييد البعض الآخر منها عير بالندرومية مشل مواقع تقييد الأ نزعأرت 
B۷]‏ وا Bin‏ وا ۴k‏ حیث تختلف مواقع يبيد هذه الا تزفات في سلسلتي 
الحامض النووي . فمثلاً يقطع الأنري 1 بعد أربعة نيوكليوتيدات من التردد 
-CGATC(N), 3‏ -5 ی السلسلة الأولى وبعذ حمسة نیو کلیوتیدات من الترذد ق 
السلسدة الثانية 5 3-)N(°1A۸6€٣-‏ 
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خامسا : الاختلاف في قطع الحامض النووي الناتجة عن القطع بالا نزعات . إن 
معظم الأ نزات المقيدة ذات مواقع تقييد ثابتة لذلك فإن قطع الحامض النووي الناتجة 
عن فعل هذه الأنزعات تكون ذات نهايات معروفة وثابتة » فمشلا القطع الناتجة من 
عمل الأنزم E0۸1‏ تنتهى دائماً بالترددات التالية 5-6 و۳۲۸۸١٥-3‏ وكذلك 
الحال في معظم الأ نزعات . إلا أنه في أنزعات أخرى مثل الأنزي 1ل و ۴1111 و 
1 فإن نهایات القطع الناتجة عن نشأطها تکون مختلفة ذلك لأن هذه الأ نزات 
تستطيع اک وه موفع تقييد س فمقلا الأنزي Ddel‏ یز e‏ التالية 
كمواقع قطع له وهي -CTaac- Ce CTTAG-3‏ 5 و3 CrCac-‏ 2 
033--5 ومن ملاحظة مواقع قطع هذا الأنزي المؤشرة بالأسهم فأنه القطع 
الناتجة عن نشاطه ستكون بأربع نهايات مختلفة وهي : 

8 5-C 5C 93€ 
3-GATTC, 3-GAGTC,  3-GACTC, 3-GAATC 

ويلاحظ أن الاختلاف هنا هو دائماً في النيوكليوتيد الوسطي من النهاية الثالثة 
الناتغة . 

ّ نفسه الأنزم ۴111 الذي یز موتح التقييد 5-GANTC3‏ إن 
GONCC-3‏ 5 گا آنه عكن الخضول على e u‏ نووي 5×4 ا 
مخحتلفة عديدة كما هي الجال a8‏ القطع الناتية عن الأنزي Bgll‏ الذي بميز موقح 
الو ا GCCNNNNNNHC-‏ -5 والأنزيم ×١1‏ الذي بيز موقع 
التقييد3 NNTTC-‏ 5-643 وغیرها من الأ نزیات. 

سادسا : بعض الأنزعات له مواقع تقييد مشتركة وقد تقطع هذه المواقع بنفس 
الكان أو أماكن مختلفة بلفس الموقع تدعی هذه الانات بالا قات المتناظرة 
Isoschizomers‏ وق تون فشا طره تقاماً Perfect isoschizomers‏ عندما يکون 
مكان قطعها EE‏ کماهی الحال مح ال نزات 111 Hind‏ و lg, Hsul‏ نزات 
XhoI, BamHI‏ . 
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Hind IH, Hsul: “S-AACCTT-3 

Xho I, Bam HI: ا‎ -3 

کما أن بعض الأ نزمات المتناظرة تكون غير تامة التناظر Imperfec) is0 11z-‏ 
عصە حیث إن لها مواقع تقييد متشابهة وأماكن قطع مختلفة مثل الأ نزيات S$"‏ 
Xmal,‏ والأنزيات! Hind II, Sal‏ . 

Smal:  5-CCCGGG- 3 Hind I: 5-GTCGAC-3 

Xma I: 5- CgC GGG- 3 Sall: 3-GITCGAC-3 


سابعاً : مكن لعدد من الأنزعات القاطعة أن تعمل في تردد مشترك لوقع تقييد 
معين حيث إن لكل منها موقع تقييد داخل التردد المشترك . فمثلا الأنزعات 
BamH ١‏ وMbo1‏ و 34 Sau‏ تعمل علی التردد 5-6G6۸1٣٣-3‏ حیث یتمکن 
الأ نزمان 01× و 34 ة5 من العمل على التردد الرباعي G۸1٣‏ الذي يقع ضمن 
التردد السداسي الذي يثل موقع تقييد الأنزي #۴1” 84 . 

وكذلك الأنزعات 1 ١ا۸‏ و111 ۳:٩4‏ حيث يقطع الأنزي الأول في التردد 
الرباعي ۸6٤‏ الذي يقع ضمن التردد السداسي 44۸6٣١‏ الذي يمثل موقع 
تقييد الانزي الثاني . أن هذه الأ نزات تؤدي إلى إنتاج قطع حامض نووي لزجة 
النهايات لذلك فأنه من الحتمل أن يتم استخدام قطع حامض نووي ناتجة عن أحد 
هذه الأ نزات وهندستها في ناقل مقطوع بأنزيم آخر من نفس هذه المجموعة . وقد 
يؤدي ذلك الى فقدان موقع تقييد أحد هذه الأ نزات ورا كليهما . 


فصل قطع الحامض النووي (N4‏ المعاملة بالأنزيمات القاطعة 
تعتبر طرق الكيمياء الحيوية فى فصل الجزيئات أحد أهم المغاتيح المستخدمة في 
فصل الأحماض النووية المستخدمة في الهندسة الوراثية . لقد تم تطوير عدد من هذه 
الطرق لأ جل فصل الحزيئات الكيميائية بمخحتلف تشكيلاتها البنائية . وتتوفر الآن عدة 
طرق مختلفة للفصل منها الطرد المركزي الفائق والهجرة عبر هلام والكروماتوغرافي 
وغيرها . وتعتبر طريقة الطرد المركزي الفائق والهجرة عبر هلام من أهم طرق فصل قطع 
ا لحامض النووي N4‏ المعاملة بالأنزيات القاطعة المتوفرة فى كثير من الختبرات 
والتي يمكن الحصول من خلالها على قطع نقية ومعروفة الحجم والوزن الجزيئي . 


الطرد المركزي الٹفائق Ultracentrifugatio0¬‏ 

تعتبر هذه الطريقة من أقدم طرق الفصل المستخدمة في فصل الاحماض 
النووية والبروتينات إضافة إلى استخدامها في فصل وتحليل الخلايا والعضيات 
السلايتوبلازمية والحزئيات البايولوجية الكبيرة : تتعرص الجزيئات المفصولة بهذه 
الطريقة الى عدة عوامل أتناء الطرد تؤدي فى النهاية الى فصلها كطبقات متسلسلة 
الكثافة والوزن الجزيئى . فالجسم المتحرك أثناء الطرد المركزي فى دائرة نصف قطرها 
(۲) يتعرض لقوة طرد مركزي ۴١‏ تساوي حاصل ضرب كتلته )۳٠(‏ في مجال الطرد 
(۷) . ومكن تمثل ذلك بالمعادلة التالية : 


Fc =m” wr 


وتخت إن نة الجسيم التحرك (۳7) مساوية لكتلة السائل مزاح )١(‏ (الذي 
يمثل القوة المعاكسة لحركة الجسيم) في عامل الطفو الذي يساوي 1-۷۶ (حيث إن 


(۷7) هي الحجم الجزيئي النوعي للجسيم و (۲) هي كثافة الحلول) . لذا فأنه يمكن 
كتابة المعادلة السابقة كالتالى : 


Fc=m7 w2r =m (1-VP)w2r 
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ويتحرك المجسيم في مجال الطرد بسرعة ثابتة (۷) عند تساوي قوة الطرد 
المركزي ۴١‏ لمعامل ١N‏ احتكاك الجسيم (۴) . لذلك فأن سرعة ترسيب الجسيم 
تسأوي : 
V=Fc  m(1-V P) wr‏ 
f‏ 


وتببن هذه المعادلة بان سرعة الترسيب ات طردياً مع شدة محال الطرد 
المركزي . وهذا يعنى أن الترسيب يعتمد على خواص الجسيم والحلول ولا نعتمد 
على مذى سرعة و العينة . 
الجزيء الكثيف يتحر بسرعة أكبر من الجزيء الأقل كثافة . كما أن شكل الجزيء 
يؤثر في شدة لزوجته في محلول الطرد . فمعامل الاحتكاك لحزيء مضغوط أقل من 
معامل الاحتكاك لجزيء أك قدا . كما أن سرعة الترسيب تعتمد على كثافة 
الحلول (۲) فتترسب الجزيئات عندما يكون عامل الطفر ( ۷) أقل من واحد وتعوم 
إذا كان أك ومن ذلك ولا ته تتحرك عندما يساوي صفراً . 

a e e‏ الفائة GE‏ ا جم والوزن 
محلول الطرد . عندما يتم الدوران فأن قطع الحامض النووي ستتحرك داخل الحلول 
ردا ی يحصل التوازن بين القوة الطاردة المركزية مع الانتشار و 
الحصول على ها التوازن باستخدام وة طرد مرکزي تتراوح بن 7/0-0 الف دورة 
فى الدقيقة "م] لمدة 48 سأعة . وفى نهاية الدوران تنفصل قطع ا لحامض النووي 
كحزم داخحل أنبوب الطرد المركزي . وعكن رؤية هذه الحزم بهيثة برتقالية عندإضافة 
الاثيديوم برومايد قبل الطرد المركزي وعند إضاءة الأنبوبة بالأشعة فوق البنفسجية . 
خف تقع أخف الجزيئات في الأعلى بينما تقع أنقلها بالقرب من القعر (الشكل3-3) . 
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ومكن حساب الوزن الجزيشي أو كتلة الجزيشات اعتمادا على إتزان الترسيب 
: ي m_ZkEÎ _ 2 Loge‏ 
(1-V P)w CO‏ 


حیث إل C,‏ ۾ Cı‏ ھی الشر كيز عند مسافة ۲ و 12 من محور الدوران وK‏ ھی 
ثابت بولتزمان 8012۳3۸1١ C0۸۹1)‏ و 1 هى درجة الحرارة المطلقة . 


وتعتبر طريقة الفصل بواسطة الطرد المركزي الفائق من أجود الطرق للحصول 
على نغاذج نقية . إلا أنه من الصعوبة جدا الحصول على غاذج من الجزيئات التي 
تختلف عن بعضها بأزواج قليلة من النيوكليوتيدات » كما أنه من الصعوبة حساب 
أوزانها ا لمجزيئية المضبوطة . لذلك فأن هذه الطريقة أهملت بشكل شبه تام في 
عمليات فصل قطع الحامض النووي المعاملة بالا نزعات القاطعة وأستعيض عنها بطرق 
الهجرة الكهربائية الأ كثر دقة والأسهل تقنية وأزهد تكلفة . 


(الشكل3-3): الطرد المركزي الضائق بوجود كلوريد السيزيوم ويلاحظ تكون مدرج كثافة 
للملح بحيث تزداد الكثافة باتجاه القعر وتبعا لاختلاف كتلة قطع الحامض النووي فأنها 
تنفصل في مواقع مختلفة. 
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الهجرة الكهربائية عبر اIghھ Gel Electrophoresis‏ : 

تعتمد هذه الطريقة فى فصل جزيغات الحامض النووي على شحنة هذه 
الجزيثات وقطبية الحلول المستخدم بوجود تيار کهربائي . 

وحيث إن جزيئات الحامض النووي سالبة الشحنة لذلك فأنها تهاجر نحو 
القطب الموجب . لقد وجد أن سرعة حركة هذه الجزيئات نح القطب الموجب تعتمد 
على وزنها الجزيئي . 

تجري الهجرة الكهربائي لهذه الحر ات عادة في هلام وليس في محاليل حرة. 
ويتوفر الآن نوعان من الهلام هما هلام الأجاروز %6 وهلام البولي اکریلماید 
Polyacrylamide‏ وتختلف استعمالاتها کما سيرد لاحقا . 

إن سرعة هجرة قطع الحامض النووي أو غيرها(۷) في الجال الكهربائي يعتمد 
على قوة هذا لمجال (۴) وكذلك على صافى الشحنة الكهربائية(7) و معامل 
الاحتكاك )١(‏ الناشئى عن وجود الهلام . 8 تغثيل سرعة الهجرة بالمعادلة التالية : 


EZ 
V= 


£ 


1 


وتصطدم القوه الكهربائية التي تدفع بألحزيء القطعة) بحو القطب المعأكس 
باللزوحة ٠‏ | والتي تنشأً من أحتكاك الحزيء مع الهلام . ويعتمد معام الاحتكاك ‏ 
على كل مس كتلة الجريئات المهاجرة وشكلها ولزوجة الوسط . وهذأ مأ يفسر 
الاختلاف هي استخدام نوع ألهلام وتركيزه . إذ أن هلام الاجارور أكثر كثافة من 
هلام البولي أكرليمايد ولهدا السبب فأن الأول يكو مداسباً لفصل جزيشات 
الحامض النووي يترأوح حجمها بين 50-1 كيلو قاعدة )٥(‏ أو أكثر . بينمأ 
بستخدم الثاني لفصل الجزيئات الصغيرة التى تتراوح احجاأمها بين واحد كيلو قاعدة 
فأقل . يعود الاخحتلاف في مسامية هلام الاجاروز والبولي اكرليمايد إلى مكوناتها . إذ 
أن هلام الاجاروز مؤلف من الجالاكتوز و مشتقاته التي تؤلف بعد الغليان والتبريد 
شبكة معقدة نتيجة تولد الأواصر الهيدروجينية بينهأ ما يحفظ مسامات كبيرة الحجم 


$9 


ما يسمح للجزيشات الكبيرة الحجم من الأحماض النووية بالهجرة خلاله 
(شكل4-3) . ولا تتوفر مثل هذه المسامات الكبيرة في هلام البولي اكرليمايد نظرا 
لتعقد ارتباط مادة الاكرليمايد البلورية مع قاعدتها . 

لذلك فإن استخدام 0.8-0.3 % من هلام الاجاروز وبسمك نصف سنتميتر 
سيكون مناسبا لفصل جزيغات الحامض النووي التي تتراوح ما بين 60-1 كيلو 
قاعدة . بينما يعتبر هلام البولي اكرليمايد 40 وبسمك 0.3 مليميتر مناسبا لفصل 
جزيئات الحامض النووي التي تتراوح ما بين 300-1 زوج قاعدي . وبزيادة تركيز 
الهلام يزداد قدرة فصل الجزيئات الأكبر حجما . ويتضح من ذلك بأن قدرة الهلام 
على فصل قطع المجزيئات النووي تتناسب طردياً مع ركه وتتاسش تاش عة 
عكسياً مع تركيز الهلام . كما أنه من ألممكن مزج الهلامين لتصنيع هلام أجاروز 
بولي اكرليمايد عكن من خلاله فصل جميع أنواع القطع . 

وهكذا فأنه فى حقيقة الأمر أن الهلام يعمل كغربال للجزيئات حيث تتحرك 
ات ا ا ا ا ا 
الحصول على مدرح من ll‏ تخحتلف بأوزانهأ الجزيثية . ويكن مشاهدة هذا 
التدرج عندما يتم صباغة الهلام . فمثلا يتم صباغة هلام الاجاروز بالاثيديوم برومايد 
بترکیز 0.5 مایکروغرام م /سم3 لمدة ساعة ثم إضاءة الهلام بالأشعة فوق البنفسجية 
حيث تظهر جزيئات الحامض النووي N4‏ المفصولة كحزم حمرأاء برتقالية لمأعة . 
كما كن إظهار حزم الحامض النووي في هلام البولي اكرليمايد باستخدام نترات 
الفضة حيث تظهر حزم الحامض النووي كحزم سوداء اللون أو بنية . 


| حامل الهلام 


بفر (محلول دارئ) الهلام 
°1 ل AS‏ ر D>‏ زجاحجة 

“E j U > * 

ا E‏ اس 
4 4 ¢ ملقط حديدي 
غادج DNA‏ 2 

حوض سفلي 
SS‏ للبفر 
لول دار 


ا a‏ 
ف 

AS‏ ا 
0 
n KC‏ 
2 
OS RA‏ 
e‏ 


ت جهاز الهجرة الكهر بائية الرأسي المناسب عند أستخدام هلام 1 لبولي 
ارابك 


(الشكل4-3) : توعان من أجهزة الهسجرة الكهريائية المستخدمة في فصل قطع الحامض 
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شعاعي . إن حركة جزيئات الحامض النووي خلال الهلام تتناسب خطيا مع لوغاريتم 
وزنها الحزيثى . ويمكن تمثيل ذلك بالمعادلة التالية : 


D=b (Log M) -a 


حيث إن 0 = مسافة حركة الحزمة و 1 وزنها المجزيئي وه و اثوابت تعتمد 
على ظروف الهجرة الكهربائية . 

إلا أن هذه المعادلة لا تستخدم كثيراً في الختبرات لاختلاف ظروف الهجرة 
الكهربائية في كل مرة ويستعاض عنها بأاستخذام ما يدعى بالمنحنى 
القياسي °۲۷ Stderd‏ حیث یکون ا هجرة جزيئات حامض نووي قياسية 
Mk‏ معروفة الأوزان ا مجزيئية مع الحزيئات المطلوب فصلها وتقدير أوزانها 

يتم في هذه الطريقة صباغة الهلام بعد الانتهاء من الهجرة الكهربائية وقياس 
المسافات التي قطعتها کل قطعة من قطع ا لحامضص النووي الاة ٠‏ فت اقات 
ولوغاريتم أوزانها الجزيثية على محاور المنحنى القياسي . يتم بعد ذلك تحديد نقاط 
تقاطع المسافات مع لوغاريتم أوزانها الجزيئية ليتم رسم المنحنى القياسي . تقاس بعد 
ذلك المسافات التي قطعتها كل حزمة من حزم الحامض النووي انجهولة وتثبيتها على 
برا اتات ف ای افاس 

يرسم خط مستقيم من محور المسأفة لكل حزمة نحو المنحنى وخط مستقيم 
آخر من هذه النقطة نحو محور لوغاريتم الأوزان الزيئية . ويحسب الوزن الجزيشي لكل 
حزمة من الحزم امجهولة في موقع تحديده على محور لوغاريتم الأوزان الجزيئية 
(شكل 5-3 ) . وعلى الرغم من سهولة هده الطريقة فأن نسبة الخطاً في تقدير الأوزان 
الجزيئثية فيها يقل عن %5 وهو يمثل خطأ عكن تحمله في معظم تأخحذ تجارب 
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الهندسة الوراثية . ومع ذلك فأن هناك طريقة رياضية أخرى يكن من خلالها تقدير 
الأوزان الجزيئية لقطع حامض نووي مجهولة . تعتمد هذه الطريقة كسابقتها على 
استخدام قطع حامض نووي قياسية في الهجرة الكهربائية . وبعد الانتهاء من الهجرة 
وصباغة الهلام فأنه يتم تحديد المسافة التي قطعتها ثلاث قطع من قطع الحامض 
النووي القياسي وكذلك أوزانها الجزيئية ومن ثم استخراج ما يدعى بعتبة المسافة 
)"0١(‏ . ويتم ذلك بالمعادلة التالية : 


أ 
٤ 1‏ 1 
٤‏ ® : قطع الحامص النووي القياسي 
O E EG‏ : قطع الحأمض النووي امجهول 
i‏ 
| 
۹ 1 
ك 1 
ا 
ّ 
7 1 
٣‏ ۱ 
1 ! 
E PE EE‏ 
1 
: 
س اام کوک ی 


لوعاريتم السأفة (الهجرة) 


(الشكل3-5) : المنحنى القياسي المستخدم فى حساب الأوزان الجزيئية لقطع حامض نووي 
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L2! J) mı -m3‏ ا 


mi -m3 L3-L2 
E. gd 
m2-m3 ا2‎ -[ 
و نے‎ 
ETE L3-L2 ) 


ٹم يتم استخراج الثرابت K29K!‏ حسب العادلات التالية 


L2-L1 
=! 
ااا ا ا‎ 
mûO -112 mû -mil 
KI-LI 
=K2 
mo-m! 


الت تم اختيارها . 


و ۳2١ ١‏ 13 تمل أوزانها الجزيئية . 


وباستخدام نتائج المعادلات السابقة فأنه يمكن تعيين الوزن الجزيئي لأية قطعة 
من قطع الحامض النووي انجهول باستخدام العادلة التالية : 


K2 + --_. =] 
mo-m 


حيث تثل 1 الوزن الجزيشي للقطعة امجهولة و ۳ هي المسافة التي قطعتها . 
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الترکیز بالتماثل الکھريائي /soelec1ric focusi1§‏ 

إن الأنزيات القاطعة تعمل على قطع سلاسل الحامض النووي 0(4 في مواقع 
مختلفة وقد تشترك بعض القطع الناتجة عن الهضم بهذه الأ نزات بنفس الوزن 
الحزيئي إلا أنها تقل في الواقع عدة مواقع مختلفة على سلاسل الحامض النووي . 
لذلك فأن N E‏ 
الوزن المجزيئي في حزمة واحده دون أن تتمكن من فصل قطع الحامض النووي 
المتنوعة التي لها نفس الوزن الجزيئي . لذلك فأنه في سبيل فصل قطع الخامض 
النووي التي لها نفس الوزن الجزيئي عن بعضها فأنه يتم اللجوء إلى طريقة أخرى 
تعرف بطريقة التركيز بالتماثل الكهربائى . تعتمد هذه الطريقة حقيقة أن كل 
قطعةمن قطع الحامض النووي لها نقطة تماثل کهربائي معينة ۴011۸1 [soles]‏ 
(1۴) عند اس هیدروجیني (۴۳۲) سالب . وعند هذا الاس الهيدروجيني يكون 
صافي الشحنة على الحامض النووي يساوي صفرا . وعلى الرغم من ا 
ا لحامض النووي الراد فصلها بهذه الطريقة لها نفس الوزن الجزيئي إلا أن بعضها 
يختلف فى نقطه تماثله الكهربالى . ريعود الاختلاف فى نقطة التماثل الكهربائى 
ا ف کا ن ال اد اکر ت عا و ا 
ESSN E OL aE‏ 

أن نقطة التماثل الكهربائي جزيئة حامض نووي 4×( معين هي النقطة التي 
تتعادل فيهاأ الشحنات السالبة مع الموجبة بحیث تصبح الشحنة الصافية تساوي 
صفرا . وتصل الجزيشة إلى هذه النقطة عند حركتها في وسط متدرج الاس 
الهيدروجيني السالب وتكتسب أثناء حركتها الأيونات الكهربائية حتى تصل إلى 
کا کی ا وک غ و ا سا م 
وتتوقف الحزيئة عن الحركة عند هذا الموضع وهي في حالة الاتزان (الشكل6-3 ) . 
وعكن بواسطة هذه الطريقة فصل جزيئات تختلف قيم التماثل الكهربائي لها بقدار 
1 وهو مأ يسأوي الاخحتلاف في شحنلة كهربائية واحدة .ويكن دمج طريقة 
الترحيل أو الهجره الكهربائية مع التركيز الكهربائي وذلك بإجراء الهجرة الكهربائية 
لقطع ألحامض النووي بأستخدام هلام الاجاروز أو البولي اكرليمأيد لأجل فصل هذه 
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القطع اعتمادا على وزنها الجزيئي ثم يوضع الهلام أفقيا على هلام له قيم تماثل 
كهربائي كثيرة مثل هلام البولي أمفوليت ثم يسمح لھا بالهجرة الكهربائية رأسيا 
حیث تنه الحزيئات المتشابهة الوزن الجزيئى اعتمادا على فيم التماثل الکھربائی 
لھا . 

جزيشات DNA‏ 
مخحتلفة الأطوال 


مدرح اسس هيد روجيني سالب 


(الشكل6-3): طريقة الفصل التي تدعى بالتركيز بالتماثل الكهربائي حيث تنفصل الجزيئات 
الى مواقع مختلفة بسبب اختلافها في نقطة التماثل الكهربائي )۴011 ٥15)٥٤٥[ع50[.‏ 


بتاءخرائط مواقع أذزيمات التقييد لجزيئة حامض نذووي 0۸۸4 


تعتبر الخائط الا e‏ أنزمات اتيك القصع وكذلك 
عدد قطع الحأمض س النووي ٥5×۸‏ الناتجة عن المعاملة اا Ty‏ 
ا الب راسات مئل دراسأت التطور وإيجأد علاقات القرأية د کن اء 
شجرة ة تطورية جموعة م ن الأنواع والأجناس اعتمادا على الخرائط الأ نزعية لأ حماضها 
النووية ٠‏ كما عك اكتشاف الأمراض الورائية الناتجة عن الطفرا ت الوراثية . حيث إن 
کل e‏ تقييد معين يعطى عددا ودا ومعروفاً من قطع الحامض النووي وکا 
نوع الذلك فأنه في حالة وجود طفرة وراثية معينة في أحد مواقع التق لتقييد لأ نزي معر 
فان عدد القطح الناتة سکول أقل من العدد ال ا موقع تقبياد 
واحد . كما يكن استخدامها فى إكتشاف طفرات وراثية من تلك التى تؤدي إلى 
ظهور موقع تقیید جدید ا معیںن . 
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هذا إضافة إلى أن معرفة الخرائط الأنزمية يسهل عملية تحديد مواقع المورثات 
وكذلكڭ اختیار الا رمات المتامة ف عملیات عزل هله المورثات وهندستها 3 تساهم 
الهجرة الكهربائية عبر الهلام في تقدير حجم قطع ا لحامض النووي الناتجة عن المعاملة 
الا رات ولك تحدید أوزانها الجزيئية ا قطع دلا ل معروفة الحجوم أو 
الأ وزان ألجزيئية Markers‏ . ولأجل بٺاء خحريطة نزات معينة خزيئة حأمضص ووي 
(0[۸4) فأنه يتوجب القيام بسلسلة من التفاعلات الأ نزيية المنفردة ومعرفة عدد 
وأحجام قطع الخحامض النووي الناتجة عنها عن طريق الهجرة الكهربائية ومقارنتها مع 
دلائل معروفة الحجوم . يتم بعدها إجراء تفاعلات أنزيية مزدوجة يشترك فيها أنزان 
في كل مرة ١110ء‏ عل 1طا0 . وقد يتم تفاعل الانزعان في أنبوية واحدة في 
حالة اشتراکهما بنفس ظروف التفاعل أو أجرائها على مرحلتىن : امرحلة الأولى 
تتصمن أحرة اء التفاعا 2 نزم وأحد وبعذ الاأنتهاء يتم تنقية فطع اخامض النووي 
الناتجة عن التقاعل وتخحليصها من مخلفات التفاعل الأول تم إجراء المرحلة الشا نى 
وهي إضافة ا الثاد ني (مع توفير إلظروف المناسبة له) حلول القطع الناتجة عن 
التفاعل ا ول وھکذا ت ألحصول على نواج تعثل التفاعل المزدوج 

وعقارنة نائج التفاعلات المزدوجة نتائج التفاعلات المنفردة نکن من بناء 
خريطة أنزية لمواقع قطم وال ات و بعض الأحيان تتم الحاجة إلى إجراء 
تفأعلات جزيئة ١10٠ء‏ عل ا۶۲]:۵ خز بعض الغموضص الدي فد يحتنف نتائح 
التفاعلات الكاملة المنفردة أو المزدوحة 

في التفاعلات الحزئية يتم توفير ظروف معينة مک ر ا ارم هن !كمال 
عمله فی جميع مواقع التقييذ الخأصة به . فمثلا عن حصانة التفاعل ندرجة حرارة 
ا مغل eka‏ ل الأنزي جزئيا أو تقليل وقت التفاعل بحيث لإنتاج 
الفرصة الكاملة للأنزي لقطع جميع مواقع تقييده . وفي جميع الأحوال فأن العمل مع 
احتيار الظرف الأ مثل الذي يخدم الهدف من هذا التفاعل . 


إن نائج التفاعلات الحزئية تکون معقدة حيث تختلط فيها القطع الكاملة م 
القطع الجزأة كليا أو جزئيأ ولكنها تعطي صورة واضحة يمكن فيها تجاوز الغموض الذي 
قد ينتج من التفاعلات الكاملة . ولأجل تقریب الصورة عن الخرائط الأنزيمية فأننا 
ا ن بعض الأمثلة لجعلها او eT‏ 

لنفترض في المثال الأول بأن جزيئة بلازميد حلقي مزدوج يبلغ حجمها 20 كيلو 
قاعدة ويرأد بناء الخريطة الأ نزمية لأنزعات القطح oJgl Pvu II. Bam Hı« Sau 3A‏ 
الجزيشة .ومن خلال تحليل نتائج التفاعلات الأنزيمية المنفردة لهذه الأ نزات فقد 

5 هنال قطعة واحدة من اخحامفض ں النووي يبلغ ححجمها 20 كيك 
قأعدة ناتجة عن قطع الأ نزي Sau 3A‏ . وهذا يعنى أن لهذا الا نرم موقع قطع واحد 
وأدت العاملة به إلى فتح حلقة البلازميد فقط ولهذا كان حجم القطمة الناتجة عن 
التفأعا اوا حجم البلازميد الأصلي . کما أن نوا تفاعل الأ نزي Bam Bı!‏ ی 
ثلارن قطء لح من الحامضص النووي بأحجام 12 6 2 كيلو قاعدة .ا يژ کد وجود ثلاث 
مواقع قطع لهذ االأنزيم على الحامضص النووي تتا انتج التفاعا ل مع ا Pvull‏ 
ا و 4 كيلو قاعدة نظرأً لوجود موقعين للقطع خحاصة بهذا 
N‏ 

أما نتائج التفاعلات المزدوجة فهي كالتالي : 

تفاعل 34 اه5 +8۳11 أعطى أربع قطع يبلغ حجمها 1| .6 .2 1١‏ كيلو 
قاعدة بينما كان عدد القطع في تفاعل Pvu I + S413۸‏ ثلاث قطح يبلغ حجحمها 
4 7.5 .8.5 كيلو تاعدة . أما التفاعل الثالث المزدوج ۴٩1‏ ص84 +1] ٣u‏ فقد نتج 
خمس فطع يبلغ حجمها 9.5 .4.5 .2.5 .2 1.5 كيلو قاعدة : ويلاحظ من نتائج هذه 
التفاعلات ما يلى : 

وجود موقع تقييد للأنزيم 34 ١ا53‏ داخل القطعة 12 كيلو قاعدة الناتجة عن 
تفاعل الأنزي Bam Hı!‏ يقح ف موقع يشطر قطعة الحاأمضص النووي هذه ا جزئن 
الأول يبلغ حجمه1 كيلو قاعدة والأخر كيلو قاعدة . 
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Sau 3A 20 Kb 


Bam Hi 12kb + 6kb + 2kb 


Sau3A + Bam Hl 1kb + 11 kb + 6kb + 2kb 


كما أن موقع تقييد الأنزيم 34 اه5 يقع على القطعة ذات الحجم 6! كيلو 
قاعدة الناتجة من تفاعل الأ نزي !1 ا۴۷ وذلك من مقارنة التفاعلات المنفردة والمزدوجة 
لهذه الأنزمات وکالتالى 


Sau 3A 20 kb 
Pvu II 16 kb + kb 
Sau 3A + Pvu II 8.5 kb+ 7.5 kb+ 4 kh 


لذلك فأن موقع تقييد الأنزي 3۸ 521 هو كالتالي : 
85 75 أو 7.5 8.5 
Sau 3A Sali 3A‏ 
أما نتائج التفاعل المزدوج 381 82m‏ +11 ا۴۷ فأنها تؤكد وجود موقع تقييد 
للأنزي 11 ا۴۷ يقع على القطعة 6 كيلو قاعده الناتجة من الأنزي 81 84۳ بحيث 
يجزئها إلى قطعتمن هما 5 و 1.5 كيا قاعدة بینما يقع موقع الق الثانى لنفس 
الأنزي على القطعة 2 كيلو قاعده الناتجة من تفاعل الأنزي 31[ 81۳ بحيث يجزئها 
ك قطعتىن ححمها 9.5 وا کیلو قأعدة وکما هو موصح اا 


Bam Hl 12 kb + 6kb + 2kb 


Pvu IH 16 kb + 4kb 


Bam HI +Pvull  9.5kb + 2.5kb + 4.5 kb +1.5 + 2kb 


لذلك فأن مواقع تقييد الأنزي ۴۷١11‏ كالتالي : 
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5 5-> اه‎ S5 2.5 9.5 او‎ 95k 25 
لاا‎ | 
$ 4 4 Ê 


الموقع الأول الموقع الثاني 


وحيث إن الأ نزي 11 ۴۷٠‏ يشطر البلازميد إلى قطعتين هما 16 و4 كيلو قاعدة 

لذلك فأن الاحتمال الوحيد لخريطة الأ نزمات ]۴۷۷11 وا8 "81 هی کالتالى : 
5 25 1.5 45 2 
B P B ۴‏ 

أما موقع تقييد الأنزيم 34 5۵1 فيكمن تعيينه من مقارنة نواتج التفاعلات 
المزدوجة Sau34+B a41‏ و S4u13۸+ Pvu]]‏ حيث إن الأنزي 54103۸ يقطع 
القطعة 2| كيلو قاعدة الناتجه من تفاعل Bam#H [jiJ‏ الى قطعتين هما ١1وا‏ كيلو 
قاعدة (التفاعل المزدوج ۳81 503۸+84) ويقع موقع التقييذ له بينهما . كما أن 
الأنزي 511134 يقطع القطعة ۱6 كيلو قاعدة (الناتجة عن الأ نزي 1) في موقع يبعد 
عن أحد مواقع تقييد الأنزي ۴۷٠1١‏ بمسافة 7.5 كيلو قاعدة كما أنه يبعد عن للموقع 
الثاني (التفاعل المزدوج vu]‏ +8034) مسافه8.5 كيلو قاعدة وعلى ذلك فأن 
الخريطة الأ نزيية لهذا البلازميد ستكون كالتالى : 

2 4.5 5 29 8.5 1 kb 


Bata H i Pvu lI] Bam Hi Pvu II Sau 3A 


ولأجل زيادة وضوح كيفية رسم الخرائط الأ نزمية للحامص النووى 5×۸4 
نأخذ المثال الأ خر التالى : 


يبلغ حجم العاثى لامبدا 48.5 كيلو قاعدة تقريبا ولرسم الخريطة الأ نزيعية 
للأنزعات 1ة ط× و 01× وآ«مK‏ لهذا الجن فأنه يتوجب إجراء تفاعلات أنزعية 
مفردة ومزدوجة لهذه الانقات وقد کانت نتانج هذه التفاعلانت كما بین 
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24.5 , 24 2 Xbal 
IIL Xhol 
I1 KpnI 
24.399,15 Xbal+XholI 
A E e Xbal +KpnlI 
1.5,17,18.5 , 5 


1 جزئي 


وعكن من تحليل هذه النتائج استنتاج الخريطة التالية : 
جا أن المادة الوراثية للعاثي لا مبدا خحيطية وليست حلقية لذلك فأن هناك موقع 


15 9 24.5 kb 


Xho!  Xhal 

أما بالنسبة للانزي ۸۳١1‏ فاستنادا إلى نتائج تفاعله فأن له موقعي تقييد يقعان 
ضمن القطعه24.5 كيلو قاعدة الناتجة عن تفاعل الأ نزي 61× (لاحظ التفاعل 
jklدgجKpn1 Xbal+‏ ( 1 ولکن ٥‏ کر دید موقعينها 3 بوأسطة إحجراء التفاعل 
الجزئى مح الانز Kp”‏ . 

ويستنتج من نتائج هذا التفاعل بأن القطعة 48.5 كينو قاعدة تعثل الحأمض 
النووي غير الحطم بالا نزي بينمأ تخل القطع 30 . 7! و 1.5 كيلو قاعده نوات التفاعل 
الكامل للأنزي وتمشل القطع 31.5 و 18.5 كينو قأعدة نواتج التفاعل الحزئي للأنزي . 
واسنتناذا إلى ذلك :فان موقعي تقييد الأنزي 1 يجب إن يقعأً على جانبي القطعة 
5 كيلو قاعدة .لهذا فأن ا لخحريطة الأنزية الكاملة للمادة الوراثية للعاثي لامبدا 
ستکون کالتالی : 
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15 9 6 1.5 17 Kb 


ا 1 


X hol Kpnl 


أنزيمات اللحام sءعءهLig‏ 


تعمل هذه الأنزيات على إعادة روابط الفوسفور ثنائي الأسستر بين 
النيوكليوتيدات . وهي بهذه الوظيفة تكون على عكس وظيفة الأنزيات القاطعة أو 
القيدة التي تحطم ا الروابط . يتوفر نوعان من هذه الأنزعات همأ DNA Ligas¢‏ 
العزول من أنواع مختلفة من الكائنات الحية ويعمل هذا الأنزي على إعادة ارتباط 
قطع الحامض النووي ذات النهايات اللزجة فقط ويحتاج الى العامل المساعد”42× 
ف هذه العملية . أما الأنزي الآخر فهو الأنزي 6ع ۳4 المعزول من العاثي 14 بعد 
إصابته لبکتیريا القولون ناهع.٤‏ . يتميز هذا الأنزي عن الأ نزي الأول في أن له القدرة 
إعادة التحام قطع الحامض النووي ذى النهايات اللزجة أو العمياء على حد 


. إضافة إلى احتياجه للعامل المساعد ۸7۴ لاتعام عمله . ونظراً لعزل المورثات 
٠‏ لهذه الأنزعات فقد م هندستها ا وأصبح بالإمکان الحصول على کمیأات 
a as‏ 


إن الوظيفة الطبيعية لأ نزات اللحام في الخلايا ا لحية هي لحام مناطق مجاميع 
الهيدروكسيل في النهاية الثالثة 3-0۴ في النيوكليوتيدات مع مجاميع الفوسفات في 
النهاية الخامسة5-۴ للنيوكليوتيدات الجاورة لها وتكوين روابط الفوسفور ثناثية الأستر 
وذلك أثناء تضاعف الحامض النووي 5×4 . كما أن لها نفس الدور أثناء عمليأت 
تصلیح الحامض النووي اندمءR‏ ۸4( حيث تقوم هذه الأنزعأت بتكوين روابط 
فوسفات ثنائي الأستر بين النيوكليوتيدات المستصلحة . وتحتاج هذه الأنزعات فى 
NRE E a E e E a‏ 
أحادي lنلفوسٺaڑai AMP Adenosine monophosphate‏ الذي ربط مح الا نريم 
محفز' إياه على توليد هذه الروابط . 
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ل e‏ اللحام على توليد الروابط الهيدروجينية التي تربط القواعد 
النتروجينية للنيوكليوتيدات المتكاملة لشريطي الحامض النووي (N4‏ بل أنها تعمل 
قط تكوين روابط الأستر النهائية في موقع الالتحام . كما أن أنزعات اللحام 
لاتعمل إلا بعد التقاء النهايات الصحيحة وهو ما تحدده الصدفة . لذلك فأنه يستخدم 
ترکیز عالٍ من الحامض النووي ر ی عمليیات اللحام لزيادة هذه الفرصة 
وكضضا دا تکون نهایات القطع عمياء . 

بينما تكون فرصة الالتقاء الصحيح لهذه النهايات كبيرة في حالة وجود 
النهايات اللزجة . إذ تساعد أواصر الهيدروجين بين قواعد النيوكليوتيدات المتكاملة 
على توفير هذه الفرصة . ومع ذلك فأنه في حالة عدم بناء رابطتي الأستر في 
النهايات المتقاربة في الوقت المناسب فأن هذه القطع ربا تنفصل مرة أخرى بسبب 
ضعف روابط الهيدروجين وي ذلك فأن ترکیز قطع ا لحامض النووي المطلوب 
لحامها سواء كانت نواقل أو قطعأً أخحرى أو قطعاً مختلفة وتركيز أنزي اللحام ونوع 
النهايات لها دور كبير في سرعة حصول العملية . هذا إضافة إلى الظروف الفيزياثية 
الصحيحة اللازمة لمثل هذه التفاعلات . وتبقى في جميع الأحوال عملية لحام 
النهايات اللزجة أسهل بكثير من ام النهايات العمياء . إلا أنه من الممكن تحوير هذه 
النهايات بأساليب مختلفة بحيث يكن تحويلها إلى نهايات لزجة . 

ومن هم اسالتب التحوير هذه أستخدام جزئیات رابطة 11٣۸۲5‏ أو توصیلات 


Homopolymer Tails ةmilجتم‎ Jgيڏ أو‎ Adaptors 


تحويرالنهايات العمياء في فطع الحامض النووي 5۸4 

في عمليات الهندسة الوراثية يفصل أستخدام قطع حامض نووي وناقل دات 
نهايات متجانسة بحيث يكن إجراء الهندسة في أفضل ضورة عكنة . وعلى الرغم 
من أن هذه النهايات يكن توفيرهاً عن طريتق قطع الحأمض النووي الراد هندسته 
والناقل .فس الانزم القاطع ا و بأنزعأات متناظرة . لأن ذلك لا كن الحصول عليه 
e‏ . إذأن الصورة اک توفراً في تارب الهندسة ألورائية هي , وحود نهايات لزجة 
للناقل ونهايأت عمياء لقطم الحامض النووي ألراد هندستها E‏ فأنه تحت مثل 
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هذه الظروف فأنه يتطلب تحوير النهايات العمياء لجعلها متجانسة مع النهايات اللزجة 
للناقل . وسنتحدث عن أشهر طرق التحوير هذه وتطبيقاتها . 


آولا: الرونط Linkers‏ 


الو هي جزئيات حامض نووي 4×[ مزدوجة معروفة التردد ومصنعة 
ا ِ وهي اسا حزئیأات دأت نهأیات عمیاء إلا أن ترددها یحتوي على موقع 
تقييد مفرد لأ نزي تقييد معين أو أكثر من موقع لأ كثر من أنزي . يتم العمل باستخدام 
هده الروابط عن طریق توفیرها ئ التفاعل بر کر عال وجود قطع الحامض النووي 
هذا التفاعل 

يتم التحام آكثر من جزيثة رابط في كل نهاية من النهايات العمياء لقطع 
الحامضص النووي . وعد الأنتهاء من هذا التفاعل تتم تنقة نوا التفاعل تم معاملتها 
2 الأنزي الذى له ETE‏ هلا ا الأنزي على قطع جزء من 
ا بصورة عير متناظرة متتحا أ النهايآات اللزجة . فله ا ا اك الروابط 
المستخحدمه في هذا المثال تحتوي على موقع تقد ا BamHI‏ أن النهايات اللزجة 
الناتجة من تفاعل هأ الآ نزي مع الروابط ستحتوي على إلتردد 6۸۲٣٣-3‏ -5 كنهاية 
لزجة في كل نهاية من نهأيات قطع اأخامص النووي (الشكل 7-3) 


اشا التوصبلات 1/410٠4‏ 


.£ کر 8 ع EE 2 E e a‏ ا س 
إل استحدذام الروابط َ عمله خلى نهایات بر جه لنهايات عمباء نع بر و سبله 
ا I.‏ عا ا ھر 4 2 2 س i + a‏ 
بمتاره نزباده كقأءة اللحام وكفاءة !بصا SEs‏ مع حمو ال أي أخيدذة برو أب 
ت ت 


EOE‏ ا 
يقي ست حب !مها محقوفا ن سحا ` اء قط ر ا 
ا ل کي سو ھ 1 2 ا 


سا ا 
النهايات العمياأء على موافع تقييذ لقن أ ر 2 الذي له موغم ای ت ريه 
الرابط . وعكن أن تكون الشكلة مستحيلة الحل فى حالة أن قطع ا لحامةس النووي 

E‏ 2 2 ا i ti‏ 2 ب 
المراد حویر نهایانها تبیرد الحجم ویک إل ڪتوي على العديذ من موافع الد 
الخاصة بهذا الأنزي . لذلك فأن الروابط لا تعتبر ا لحل المناسب على الاطلاق في مثل 


j 04 


هذه االات ویتوجب استخدام طرق أخرى للتحوير . وتعتبر التوصيلات ا جع 
هذه الطرق والتي م استخحدامها بنجاح دون الوقوع في الشاكل التي تواجهنا عند 
استخحدام الروابط . التوصيلات كالروابط فى أنها ذات جزيثات حامض نووي 5×۸ 
رح معروفة التردد ومصنعة ن : لکنها تخحتلف عن الروأبط في ان لها نهاية 
عمياء وأخرى لزجة . ويهدف استخذامها في لحام نهاياتها العمياء مع النهايات 
العمياء لقطع الحامض النووي المراد تحوير نهاياته وهكذا تمتلك هذه القطع نهايات 
لزجة جديدة . 
ا E E I,‏ 
A- A- C- G -A -T16 - G -A -T- C- Cr A- T-T‏ 


lal RE A NL ONEN MN 
iy, T-T-G -C-T -AIC- C-T-A-G-GIT- A-A 


موقع تقييد الانزي Linker‏ 


(الشكل7-3) : آلية 
استخدام الروابط 
ın)‏ لخلسق 
نهايات لزجة لقطع 


Bam BI ضافة الأنزيم‎ 


1 
1 
1 


DNA‏ عمباءِ کے 
اتاات. ES‏ نهاية لزجة 
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إن النهاية اللزجة للتوصيلات لا تحمل مجموعة فوسفات نهائية في النهاية 
الخامسة لذلك فأنه لا توجد فرصة أمام هذه النهايات على الالتحام مح ات 
العمياء لقطع الحامض النووي المراد تحويرها وتبقى فرصة الالتحام مفتوحة تماما أمام 
النهاية العمياء للتوصيلات . لذلك فأنه يتوجب إضافة مجموعة فوسفات إلى 
النهايات اللزجة للتوصيلات بعد الانتهاء من عملية التحوير وقبل إجراء عملية 
الهندسة مع ناقل معين . ويتم ذلك معاملة القطع محورة النهايات مع أنزيم كاينيز 
متعدد النيوكليوتيدات 1125٤٥‏ عot1dعاucامرآاد۴‏ بوجود جزيئة أدينوسين ب 
الفوسفات ۸۶ حيث يقوم الأ نزي بنزع مجموعة فوسفات من جزئية ۸7۴ وربطها 
مح النهاية الخامسة للنهايات اللزجة (شكل 8-3 ) . 

وعلى الرغم من أن التوصيلات جيدة في مواصفاتها إلا أن العمل معها لا 
يخلو من صعوبات . تكمن هذه الصعوبات في احتمال وجود مواقع تقييد للأنزيم 
امنتج للنهايات اللزجة للتوصيلات في قطع الحامض النووي انحور النهايات حيث 
يصبح من الصعوبة استخلاص التوصيلات من قطع الحامض النووي امحورة 
والمهندسة مع ناقل . لذلك فأنه من أجل التغلب على هذه الصعوبات فقد صممت 
توصيلات تحتوي على مواقع تقييد لأ نزات أخرى إضافة للأنزي المنتج للنهايات 
اللزجة ما يسهل استخلاصها باستخحدام هذه الأنزمات . 


ثالثا: التذييل بالبوليمر اkتھilنس Homopolymer tailing‏ 


وا ا و و ی ی 
ذكرت سابقاً ولكتها تؤدي الى نفس النحيجة . البوليمرات المحجانسة هي عبارة عن 
ترددات متشابهة لنيوكليوتيد واحد ویتراوح عددها بین 50-5 ER‏ ویتم 
تصنیعها مختبریاً باستخدام أُنزم الترانسفیریز النهائی أو الطرفي ۲٠۲۳۲۸|۸۵1)۲۵۲(‏ 
deoxynucleotidyl transferase‏ الذي يقوم بإضافة هذه النيوكليوتيدات بصورة 
ماف إلى الاه المبد و كل اكاكة الكخرة 010 ) بوط اة هدا 
الأنزي لنهاية هيدروكسيلية مكشوفة (ناتئة) لذلك فأنه يتم معاملة قطع الحامض 
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النووي ذات النهايات العمياء بأنزي النيوكلييز الخارجي المحزول من العاثي 
لامبدا aseء[ءuمه×ء‏ ۸ الذي يقوم بإزالة النيوكليوتيدات من النهاية الخامسة لهذه 
القطع مؤدياً إلى الحصول على نهايات هيدروكسيلية ناتئة أو مكشوفة وجاهزة لعمل 
الأنزي 1١1‏ (شکل 9-3 ) ) . ولأجل تذييل هذه النهايات فأنه تتم إضافة نيوكليوتيدات 
حتوي عل Ss‏ إضافة کک 2 ق ا 
e‏ علد هذه النهایات . کما تتم معاملة اناقل لواد هندسة هذه القطم . معه 
بنفس الطريقة وبإضافة نيوكليوتيدات تحتوي على الجوانين لإنتاج ذيول جوانين 
مكملة لذيول السايتوسين فى قطع الحامض النووي المراد هندسته . 
وذيول مكملة لها بنفس الأسلوب السابق . 

لا يكن التكهن بعدد النيوكليوتيدات المؤلفة للذيول المرتبطة مع النهايات 
الهيدرو كسيلية لقطع الحامض ا ننووي المرادة هندستة أو الناقل ولکن لعددها أهمية 
فی استقرار منتجات الهندسة . إذ أنه كلما کان عدد النيوكليوتيدات المؤلفة للذيول 
أكثر كلما إزداد استقرار نواتج الكلونة . وفي حالة وجود اختلاف كبير في عدد هذه 
النيوكليوتيدات في أطراف قطع الحامض النووي والناقل فأنه يتوجب استخدام أنزي 
الكلينو ١٤ء۳عه۲؟‏ سهمءاK‏ لأجل بناء الفراغات الناتجة عن هذا الاختلاف إضافة 
لاستخدام أنزيم اللحام . وعلى أية حال فأنه إذا كان عدد النيوكليوتيدات المرتبطة في 
لمناطق المتكاملة 20 نيوكليوتيدا أو أكثر فأنه لاحاجه لاستخدام أنزي البلمرة 
(الكلينو) ذلك لوجود استقرارية كافية فى نواج الهندسة تسمح بنقلها الى المضائف 
اللحام لها طبيعياً . 
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OH OH 


4 1 
GOA: TC CC-6-6 توصيلة‎ 
| | | | Adaptor 
الا ا‎ G- 6- C-C 
ر‎ $ 
OH PO3 


توصیلات 
قطعة حامض نووري عمياء النهايات 


i _n 
7 


إضافة أنزم اللحام 
DNA Ligase‏ 


OH 
X 
FE 
ووا ا ب4‎ 
2ATP إضافة أنزيم‎ 
Polynucleotide kinase 
2ADP 


0 y-7 
م‎ |__| P03 


شكل3-8 : آلية استخدام التوصيلات ۸30۲S‏ لخلق نهايات لزجة لقطعة حامض 
نووي (N۸‏ عمياء النهابات. 
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قطعة الحامض النووي العمياء النهاية 
3 5% 
5 | 3 
المعاملة مع الانزي ¢Sئexonuc]ea‏ ۸ 
لخلق نهايات هيد روكسيلية ناتثة 


30H 30H oH 
انز 11 لاضافة ذيل من‎ 
deTP dGTP 
لاضافة ذيل‎ 


کک ا ا 


CCCCCCC 
اضافة انزيم اللحام‎ e 
DNA Ligase o 
© @ 
Cg 
CG 
Cg 


شكل 3-9: آلية التذييل بالبوليمر المتجانس 10110٥01۷1۱٤۲‏ . 
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أنزيمات بلمرة الاأحماض النوودة Nucleic acids polyıera1se5‏ 


تعمل ارجات البلمرة على ي سلاسل حلديدة من الخامض النووي المتمم 
لقالب من الحامض النووي N4‏ أو ۸۷4 . وتعمل معظم أنزمات البلمرة مستخحدمة 
قالب مزدوج بحيث إن هناك منطقة تعمل كبادئة يبدأ منها تصنيع السلسلة الجديدة . 
من الناحية الخلوية فأن هناك عدة طرز من أنزعات بلمرة الحامض النووي 2×4 أو 
gag RNA‏ ذلك فأن الهندسة الوراثية لا تحتاج جميع هذه الأ نزات أغا تقتصر فى 
الغالب على استخدام عدد محدود منها . 


فقد تم تشخحيص وعزل ثلاثة طرز من أنزيم بلمرة الحامض النووي 0×۸4 في كل 
من البكتيريا والأحياء حقيقية النوى . بينما تم عزل ثلاثة أنزعات بلمرة للحامض 
النووي #١4‏ في الأحياء حقيقية النوى ونوع واحد في الأحياء بدائية النوى مثل 
الكرا: 

ومع ذلك فأن هناك أربعة أنزمات من هذه تستخدم حالياً في مجال الهندسة 
الوراثية . ويعتبرأنزيم بلمرة الحامض النووي (N4‏ الطراز الأول 54 
lag Polymerasel‏ یدعی بأنزي کورنبرج أول هذه الأ نزعات التي ات في 
الهندسة الوراثية . يعمل هذا الأ نزي الذي عزل من بکتيريا القولون زاهء.8 على تمييز 
لمناطق الصغيرة المغردة الشريط في الأشرطة المزدوجة للحامض النووي 0×4 والناتجة 
عن فقدان نيوكليوتيدات قليلة بحيث تؤدي إلى حصول فراغ بين جانبي أحد أشرطة 
مزدوج الحامض النووي . ويعمل هذا الأنزيم على البدء في بناء هذا الفراغ اعتبأرا من 
النهاية الثالثة مستخدما الشريط الأخر كقالب له . ونظرا لوجود نشاط هدم فى هذا 
ا عة ااه بن بم رط امن الور ف اا ا ر 
وأستكمال بناء الشريط الحديد (الشكل 10-3 ) . أما مختبرياً فأن هذا الأنزي يعمل 
على شريط مفرد للحامض النووي كقالب بوجود بادئة قصيرة ذات نهاية 
هيدروكسيلية إضافة الى النيوكليوتيدات وآيونات المغنيسيوم لتصنيع شريط ثان 
مكمل للقالب . 


إضافة انزيم بلمرة الحامض النووي 5N۸4‏ 
اللازمةTP UN‏ . 


خخا ا 
الفراغ الناج عن 
تنشاط الهمدم 
باسىتخدام تنشاط 
البناء مرة أخرى . 


A-G-T-6G-C-A-5 


5 A-T-G-C-T-G-G-G-T-C-A-C-G-T 7 


if |1 | II {| I | 
3 T-A-C-GO-A 


الأول 1 ٣١١‏ وكذلك النيوكليوتيدات 


A-T-G-C- T-G-6G-6G-T-C-A-C-6G-T 
el DL del ii ÎÎ | 
T-A-C-G-A-C-C-C-A-6G-T-G-C-A 


A-T-G-C-T-6G-G-G-T-C-A-C-G-T 


11I || |‏ م 


CCGA TEOCSA 


T- GA 
A- 
A- T- G- C- T- G- G- G -T- C- A- C- G-T 
ll I f 1 I { I 1 | I | | | | 
{- a- C- g- A- C- C- C-A- G- T- G- C- A 


(الشكل 0-3 1): نشاط البناء والهدم في أنزيم بلمرة الحامض النووي ]0N4‏ 
1عeعصyا P0‏ .ويلاحظ بان الأنزيم استخدم الشريط الكامل كقالب واستخدام قطعة 
الشريط القصير كبادئة لأجل البناء اعتبارا من النهاية الثالثة. بينما ابتدا نشاط الهدم من 


النهاية الخامسة 
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يرجع نشاط البناء والهدم في هذا الأنزيم لوجود عدة تحت وحدات مؤلفة 
للأنزيم . كل واحدة من هذه التتحت وحدات مؤلفة من سلاسلل ببتيدية معينة 
ويختص قسم منها بنشاط البناء والآخر بنشاط الهدم فيما تقوم تحت وحدة' أخرى 
بالسيطرة على هذه الأنشطة . ونظرا لتطور الإمكانات التكنولوجية فقد تع فصل 
الوحدة المسؤولة عن نشاط البناء في أنزي البلمرة رقم آ )(0N4۴01-1(‏ عن بقية 
الوحدات . سميت هذه الوحدة بأنزيم قطع کلینو K1820W ۲۵2۲٥1۲‏ . ویستخدم 
هذا الأنزيم على نطاق واسع في بناء أشرطة الحامض النووي N4‏ (الشكل۱-3! ) . 

أما الأ نزي الثالث المستخدم في الهندسة الوراثية فهو أنزي الاستنساخ العكسي 
Reverse transcriptase‏ العزول من الرواشح المرتدة ۸۲۲0۷۲۷565 . يختلف هذا 
الأنري عن أنزمات البلمرة السابقة في َ يستخدم فالا مۇلفاً مر اشر نط حامض 
نووي ۴١4‏ لبناء نسخة متمتمة له من شريط 1۸۸4 ويستخدم هذا الأنزيم كثيراً فى 
بناء ما يدعى بسلاسل الحامض النووي 5×۸ التمم .DNA- Complementary Strands‏ 


أما الأنزي الرابحج فهو أنزيم بلمرة الحامض النووي #١4‏ الثاني المعزول من 
الا افع .وك استخدامه في تصنيع نسخ R۸4‏ لورث معنن أو 
مورثات معينة لأجل معرفة البروتين المشفر له . 


SS‏ قطعة حامض نووي 
ذات فرات 
CEES TIERCE TOAT‏ 


dNTP + Klenow fra "ent | إضافة أنزيم قطع الكلينو‎ 


A-A-T-G-6G-C-C-A-G-T-A‏ القطعة بعد 


EE ll‏ ا 
TLPEACC ES EOCAT‏ ح 


(شكل1-3 |): آلية استصلاح قطع الحامض النووي [N۸‏ باستخدام نشاط البناء فقط 
لأنزيم بلمرة الحامض النووي 1 1ا۴0 5×۸ 
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أنزيمات تحوير الحامض النووي DNA ıı odifı1۸g eız¥mes‏ 
تتطلب بعض طرق الهندسة الوراثية تحويرا للحامض النووي المستخحدم في 
الأنزعات . وقدة الحديث عن معظم هذه الأ نزيات خلال الفصول السابقة 
وخصوصا فيما يتعلق باجسات أو تحوير النهايات العمياء . ومكن أن نشير هنا إلى أهم 
هذه الا نزات وهو أنزيم الفوسفاتيز القاعدي عكه٣مءهطم‏ عinاه‏ )ا۸ المعزول من 
بکتیریا القولون ااهء.٤‏ أو من أنسجة أمعاء الأبقار ويعمل هذه الأنزي على إزالة 
مجموعة الفوسفات الموجودة کو النهاية الامسة لقطع الحامض النووي َ وتساعد هذه 
الإزالة في تقليل احتمالية التصاق قطع الحامض النووي اللزجة مع بعضها بعد القطع 

بالا نزات الحددة . 

أما آنزيم كاينز متعدد النيوكليوتيد ٥ك4١1)‏ ءلi)هعآءuمرام۴‏ فأن له قدرة إضافة 
مجموعة فوسفات للنهاية الخامسة من قطع الحأمض النووي . وهو هنا يژدي وظيفة 
معاكسة لأنزي الفوسفاتيز القاعدي . أما الأنزي الآخر المهم فى عمليات التحوير فهو 
ارج الرانسش هوير الاي أو انلطرفى Terminal deoxynucleotidal transferase‏ 
الذي يقوم بإضافة نيوكليوتيد أو أكثر للنهاية الهيدروكسيلية الثالثة لقطع الحامضص 
النووي (الشكل 12-3) . 
أنزيمات إزالة الأنطباق ١ع۲۹5٥1٠70p0140‏ 

وهي الأنزعات التي تعمل على إزالة البرم من آنواع الحامض النووي 5١4‏ 
شديدة الانطباق 4ء!1هء۲ءم ں5 . ونظرا إلى أن عمليات تضاعف هذا الحامض النووي 
أو تصنيعه تحتاج أولاً : لإزالة الانطباقات الشديدة لتسهيل عمل أنزعات البلمرة 
لذلك فأنه يتطلب أولاً إزالة الانطباق من شريطي الحامض النوويD(N4‏ .ويتم ذلك 
بواسطة أنزمات إزالة الأنطباق أو البرم . اكتشف نوعان من الأنزمات التى لها علاقة 
بهذه العملية منذ العام ۱971 سمیت هذه بأنزي التوبوایزمیریز 1 1 ۲00150716۲386 
والتوبوايزوميريز 11 ,11 48€ 010”8 م۲0 . تقوم هذه الأ نزات بوظيفة قطع وغلق 

113 


مزدوج الحامض النووي ما يؤدي إلى إزالة الانطباقات الشديدة مؤدية إلى الحصول 
على حامض نووي مزدوج حلقي غير مبروم . تعمل هذه الأ نزعات على التخلص من 
الانطباقات من خلال كسر أواصر السكر - فوسفات المؤلفة للعمود الفقري لشريط 
واحد مفرد والتآأصر مع النهايأت المفتوحة في هذا الموقع والتحرك بعكس أتجاه البرم أو 
الالتفاف أو الانطباق حيث تنتهي العملية بإزالة البرم في هذا الموقع . ويقوم بهذه 
المهمة الأنزي الأول فيماأ يقوم الأنزي الثاني أو ما یدعی بالجایریز 6۷۲45٩‏ بلحام 
نهايات الشريط مرة أخرى . ويذكر بأن هذه العملية تحصل في كل موقع يحتوي على 
برم أو أنطباق وعلى ذلك فأنه يتم كسر ولحام مناطق مختلفة من الحامض ألنووي 
لأجل إزالة البرم كلياً . وعلى الرغم من أهمية هذه الأنزمات إلا أنه لا تستخدم حاليا 
إلا بحدود ضيقة فى مجالات الهندسة الوراثية وذلك لأن الشركات العالمية تزود 
الختبرات بنواقل بلازميدية جاهزة للعمل . 
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ا ا 


(الشكل12-3) : آلية عمل بعض الأنزيمات المستخدمة في تحوير جزيئات الحامض النووي 
DNA‏ 
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مقدمهةه 
طرق فصل الأحماض النووية العامة 

-الفصل بالفينول: كلوروفورم: أيزوبروبانول 

-الفصل بالطرد المركزي الفائق مع ملح كلوريد السيزيوم 
-الفصل بالطرد المركزي الفائق مع قاعدة كيميائية 


طرق استخلاص الأحماض النووية 

-استخلاص الحامض النووي N4‏ من كريات الدم 
-استخلاص الحامض (N4‏ من النماذج النسيجية والزرع 
السيجي 

-استخلاص الحأمض النووي ١.۸‏ البكتيري 
-استخلاص الحامض النووي البلازميدي 

-استخلاص ألحامض النووي المايتوكونديري 
-استخلاص الحامض النووي من العاثيات 
-الاستخلاص المحدود 

-الاستخلاص الواسع 

-أستخلاص الحامض النووي N4‏ من الهلام 
-استخلاص الحامض النووي الريبوزي المرسال "R١۸‏ 
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are. مھ‎ 


معدمه 

إن عملية تحليل الحامض النووي تتطلب وجود نغوذج نقي للحامض النووي 
لأجل الدراسة ومعرفة كل مايتعلق به من معلومات . لذلك فأن عمليات 
الاستخحلاص تعتبر إحدى الركائز المهمة فى دراسة الأحماض النووية . استخلصت 
ا خافن ا ا ا مر وة اعا ر ا ات الاجا 
النووية والبروتينات أنذاك قلب الأبحاث العلمية . فالنتائج التي سجلت حول تركيب 
الأحماض النووية والتي سبقت ظهور النموذج الثلاڻي الا بعاد الذي وضعه واطسون 
وكريك عام 3 بینت ان وجود ودج نقي للحأمض ضروري ا للحصول على 
نتائج واضحة . وعلى سبيل المثال فأن التركيب الذي حصلت عليه روزالين من خلال 
تحلیل بلوره حامض نووي بأشعة كس اع اسا على نغوذج حامض نووي نقي 
استخحلص من الخلايا . لهذا فأن الاستخلاص النقي للأجماض الرونة مم اساسا 
في عملية التحليل الكيميائي والوراثي ظا لاخحتلاف مصادر الأحماض النووية 
فقد تنوعت طرق الاستخلاص وسنأتي في هذا الفصل على ذكر معظم طرق 
الاستخلاص العمول بها في الختبرات العامية . ونظراً لأن عملية استخلاص 
الأحماض النووية تتطلب تنمية بعض الأحياء مثل البكتيريا والعاثيات والخلايا 
اللسيجية لذلك فأنه سنتطرق لطرق تنمية هذه الأحياء لضرورتها فى العمل أثناء 
الد غ لااو ۰ 


الطرق العامة لقصل الأحماض النووية 
أولا: طريقة الفينول: كلوروفورم: أيزو أميل: 

تعتمد هذه الطريقة على قدرة الفينول والكلورفورم على مسح البو تيتات 
الموجودة في النموذج وعزلها عن الأحماض النووية . كما أن لها القدرة على تثبيط 
عمل الأنزعات الحطمة للحامض النووي (N4‏ وكذلك تثبيط البروتينات وبالتالى 
الحفاظ على الأحماض النووية من التت في . ويزيد الايزوبروبانول من كفاءة 
الكلورفورم في التخلص من البروتينات . 
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إن الفينول السائل الجهز من قبل الشركات العالية يحتوي على العديد من 
المعادن الثقيلة والشوائب والتي من الممكن أن تتأصر مع الأحماض النووية وخصوصا 
الحامض النووي (N4‏ ما يعرقل عمل العديد من الأنزمات التى من الممكن 
استخدامها فيما بعد . إضافة إلى ذلك فأن للفينول قدرة كبيرة على الإشباع باماء . 
لذلك فأنه لابد من إجراء عملية غسيل لسائل الفينول قبل استخدامه . تتم هذه 
العملية في كابينة كيميائية هود (100۵4[) وذلك بوضع قنينة الفينول في حمام مائي 
بدرجة حرارة 65 م م لمدة ساعة قبل إجرأء الغسيل وإضافة 0.1 من مأدة yر×0ال8-8y‏ 
ا0ا . تعمل هذه الادة على تلوين الفينول باللون الأصفر إضافة إلى قدرتها 
الكبيرة على التأصر مع المعادن الثقيلة الموجودة في الفينول ويتم التخلص منها عند 
إجراء عملية الغخسيل . يستخدم محلول 51۴ في عملية الغسيل وهو محلول ملحي 
ضعيف )STE:0.1 M Nacl,0.0SM Tris-Hci,0.01M EDTA PH.8.0)‏ ضاف 
50 سم من محلول الغخسیل 51۴ لكل100سمة فينول وزج جيدا بواسطة الخاط 
بواسطة ماصة]عم۴i‏ زجاجية ويترك لدقيقتمن حتى انفصال طبقة الغسيل عن الفينول 
(طبقة الغسيل علوية دائماً) حيث تصبح طبقة الغسيل بيضاء عكرة ة تمزج هذه الطبقة 
مرة أخرى وتترك الطبقات لتنفصل مرة ثانية وتعاد عملية الخلط أو ا مزج لمرة ثالثة تزال 
بعدها طبقة الغسيل ويضاف 50 سمة من محلول الغسيل الى قنينة الفينول (على 
اعتبار أن قنينة الفينول تحتوي على 100 سمة فينول) وتعاد عماية الغسيل كما سبق 
ا محلول الغسيل راثقة تماما » عندها تغطى طبقة الفينول 
بطبقة من محلول الغسيل لمنع تأكسد الفينول 0 ويحفظ الفينول في قنان 
صغيرة معتمة(40-20سم3) ويخزن بدرجة حرارة - م . لأ حل استخلاص وفصل 
الحامضص النووي [NA‏ بلاط حجم مساو من الفينول مع a‏ اليا الحطمة في 
أنبوبة زجاجية صلبة ومعقمة (أنبوبة الطرد المركزي) . يزج انحلول جيداً وبهدوء عن 
طريتق غلق الأ نبوبة بواسطه ورق برافين أو قطعة مطاط و تقليبها إلى الأعلى والأسفل 
بهدوء لعدة مرات حتی امتزاج الول ا 

توضع الأ نبوبة في حمام مائي بدرجة حرارة 65م لدقيقتين أوثلاث تعاد عملية 
المزج مرة أخرى وهكذا لثلاث أو أربع مرات . تفصل بعدها طبقة الحامض النووي 
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0۸84 عن طريق الطرد المركزي بقوة 5000 دورة في الدقيقة لمدة خمس دقائق 
ينفصل امحلول بعدها إلى ثلاث طبقات علوية تمثل الحامض النووي (١×4‏ وسفلية 
تعثل طبقة الفينول . بينما يتكتل البروتين كطبقة سميكة بيضاء اللون لزجة 
إن محلول الحامض النووي 04 يكون لزجاً في هذه اأ حلة (خصوصاً 5۸۸ 
الأحياء حقيقية النوى لضخامته) لذلك يتوجب فصل طبقة الحامض النووي العلوية 
بواسطة ماصة a‏ وبحذر شديد لأجل عدم سحب طبقة البروتين معها . 
يبنقل سائل الحامض النووي (N۸‏ إل . ..وبة نظيفة معقمة ثانية ويضاف حجم 
مساو من الكلورفورم : أيزواميل بنسبة 1:24 ويزج جيدأً كما سبق وتفصل طبقة 
الحامض النووي (N4‏ بواسطه الطرد المركزي . تفصل طبقة الحامض النووي وتنقل 
ف أنبوبة ثالثة ويضاف حجم مسأو م“ ن الكلورفورم وتعاد عملية المزج مرة ثالثة وكما 
سبق . يفصل الحامض i ESS E Î‏ 
الحامض النووي بعدئد د إلى أ أنبوبة رأبعة ة ويضاف 0| مایکرولیتر من محلول ملح 
الطعام ۸٤1‏ ذي عيارية 2.5۸1 وزج احلول EE‏ ثم يضاف حجمان ونصف من 
كول الايثانول الطلق الثلج (20-م) وزج الحلول بعد ذلك بهدوء شديد عن طريق 


س TO 0 Kei 0 a‏ 8 
التقليب الى الأسغز ءالاعاى حيتت يضهر أخامضر النو 


ار 


DNA 694‏ کح جز ایا د 
ر ت ra‏ 8 

ST E ا‎ a ا ا‎ j~” 7 7 1 E 
۵ جر بعك 4 لك زد جحت سے و ااے م مات سی کم سرت مل بت کې فم درا فو‎ 


£ 
i 
0 


الحامضص u e‏ طقة الکحول Ef‏ نەه نة و تحقف عو دح ح اخامض ن 
ندر حه حرارة 37م نھ نذاب بواسطة 200 ا مر لاء الأقطر ألعقم أ محلول 
TCO. SMEDTA PHITOJTE‏ 0 وبق نەل ا ونه صغ ة ألجحم 
: ہے ی ت £ ص e‏ 2 أ 
ویخرل بذدرجحة حرارة ئم حتی استحدامه . تۆدى إصاأفة محلول ملح الطعام ا 
زيأدة كفأءة الكحوب ن سحب الماع هر الخحامض النووي .كمأ يکن استخحدام کحول 
NET ETE a EEN E eC‏ 
الا یزوبوبانول بدلا من الايتانول اطق في ترسيب اخاأمص النووي ويصاف بنسبة 
E U ijt fi |‏ 1 
مساویه جم محنول الخامصس النووي (الشكل 1-4 ( 4 


ثانياً: طريقة الطرد المركزي الفائق مع ملح كلوريد السيزيوم 

يعتبر الطرد المركزي الفائق ١٥ناةع٠؟ا)١ع‏ )اا من الطرق الشائعة 
الطرد المركزي في دائرة نصف قطرها () عند سرعة زاوية قدرها (۷) الى مجال طرد 
خارجى يساوي ۷۲ وتساوي القوة الطاردة المركزية ۴١‏ على هذا الجسيم حاصل 

Fce= m7 WPr= m (1-V7P) WPr 

والكتلة 7" أقل من الكتلة " لأن السائل المزاح يبذل قوة معاكسة ويساوي هذا 
(1-V7P)‏ حیث ۷ ھی الحجم الجزئى النوعي للجسيم ۾ P‏ ھی كتافة الحلول 
؟ هو معامل احتكاك الجسيم . لذلك فأن سرعة ترسيب هذا الجسيم تساوي 


Fe mm (1-V-P)WZr 


f f 


ويلاحظ من ذلك بان سرعة الست تتنأاسب طرديا مع شدة مجال الطرد 
المركزي . 

وتأتي ا همية هذه الطريقة في فصلل الحامضص النووي من أنه تور مدرج كثأفة 
عن طريق انتشار جزيئات كلوريد السيزيوم بكثافات مختلفة على طول الانبوبة أثناء 
عملية الطرد المرکری ألفائق . 


حصن بدرجة حرارة 
5م مع المزج بالتقليب 


2 9 لد ة مرات 


بعد الطرد المركزي 


إضصافة حجم مساو من 
الكلورفورم والايزواميل 


-حصصانة بد رجة | 
طرد مرکزي حو حرارة 65م مع حو 
ل ن 


النووي وأضافة حجم 
مساوي من الكلوروفورم 


ك تج فسيف وإذابة وح فظ 


بدرحةهة ار 20 - 
بد ر -حراره سک f‏ 


الايثانول البارد والمزج بهدوء 


(الشكل4-|) : تخطيط لطريةة فصل الحامض النووي بواسطة الفينول والكلوروفورم 
والايزواميل. 
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يتم في هذه الطريقة مزج محلول الخلايا المتحطمة مع 5.6 مولاري من ملح 
كلوريد السيزيوم ا٣ء‏ (لأجل توفير كثافة قدرها 1.7 غم /سم3) حتی ذوبان جمیع 
املح . وتستخدم لذلك أنبوبة نايتروسليلوز معاملة محلول E2۲۸‏ . يضاف 100 
مايكروليتر من الأثيديوم برومايد 10ملغم /سم3 ويتم التخلص من الهواء المتبقي في 
الأنبوبة عن طريق إضافة البرافين السائل المعقم . تغلق الأنبوبة جيدا وبصورة محكمة 
ويراعى التخلص تامأ من جميع الفقاعات الهوائية مهما كانت صخيرة عن طريق 
إضافة البرافين بواسطة ماصة باستور والضغط الخفيف على الأ نبوبة . 

إن وجود الفقاعات الهوائية سيؤدي إلى تبعثر طبقة الحاأمض النووي عند إجراء 
الطرد المركزي لذلك يتوجب التخلص منها نهائيا . تطرد الأنبوبة بعد ذلك مركزيا 
بصوره فائقة في جهاز الطرد المركزي الفائق السرعة بقوة 48,000 دورة في الدقيقة لمدة 
8 ساعة . تتحرك أيونات السيزيوم *ء أثناء عملية الطرد المركزي تدريجياً باتجاه 
القعر وتترافق هذه الحركة مع الانتشار أو الحركة العشوائية للجزيئات ما يعيق الترسب 
الكلي لأيونات السيزيوم . وبعد حوالي48 ساعة فأن عملية ترسب الأيونات وانتشار 
الجزيات تتوازن في الحلول ولاتحدث بعد ذلك أية حركة انتقال للأيونات باتجاه القعر 
ويؤدي ذلك الى حصول على مدرج من تراکیز أيونات السيزيوم ابتداء من القعر 
الأكثر تركيزاً 8 8 غم/سم باتجاء السطح الاقل تركيزا 5 غم /سم . إن الحامضص 
النووي5×N۸‏ يتحرك أيضا باتجاه الأعلى والأسفل تامأ كما تفعلل أيونات السيزيوم 
حتی یستقر عند مستوی معین یتناسب مع کثافته . 

وحيث إن كثافة الحامض النووي N۸‏ تماثل كثافة أيونات السيزيوم عند تركيز 
0 ار والتي تساوي 1.7 عم سم“ دل قان ات مص النووى DNA‏ 
سيتجمع عند كثافة 1.7 عم /سمة ويمكن رؤية حلقة الحامص النووي قي أنبوبة الطرد 
المركزي بعد الانتهأء وذلك بتعريض الأ نبوبة للأشعة فوق البنفسجية حيث يظهر 
كطبقة حمراء لاعة بسبب تأصر بروميد الأثيديوم معه . كما يكن مشاهدة 
البروتينات كطبقة طافية بينمأ يترسب الحأمض النووي ۸١4‏ في قعر الأنبوبة 


(الشكل2-4) . 


j] 24 


غم / سم 1.8. 


(الشكل2-4) : أنبوية النتروسليلوز بعد إجراء الطرد المركزي الفائق مع ملح كلوريد السيزيوم 5.6 
مولاري وبلاحظ بان حلقة الحامض النووي (N۸‏ تقع في نفس موقع كثافة كلوريد السيزيوم المستخدم 


“ 


(الشكل3-4) 1 طريةه تج مسيع نمودج الحامص 
النووي ۸( من أنبوبة النتروسليلوز بعد إجراء الطرد 
المركزي الفائق بوجود كلوريد السيزيوم 
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يتم سجس طرفة الحامض ا ووي DNA‏ من أنبوبة الطرد باستنحذام -حقزة طبية 
حيٿٽ يتم عرز الأبرة تحت حلقة الحامض النووي مباشرة ثم تسحب الطبقة بعد 
ذلك . کماعک ن لقب أنبوبة الطرد تحت حلقة الحامض ۱ نووي وتجميع الحلول التازل 


في قنأن صغيرة (الشكل3-4 ) 

إن طبقة الحامض النووي 04 العزولة تحتوي على كمية كبيرة من كلوريد 
السيزيوم وكذلك أثيديوم برومايد لذلك فأته يجب التخلص من هذه المواد قبل 
ترسيب الحامض النووي . يتم تخليص ا لحامض النووي من الأملاح عن طريقق غلق 
1 نبوبة أو الا نابيب الحاوية محلوله بطبقة من غشاء شبه نفاذ أو وضع محلول 
الحأامض النر نوي في کيس شبه نفاذ مغلق بأحكام و ان أو الانابيب في 
محلول ملحی ضعیف مثل محلول ٤‏ الذي ذكر سابقاً وتترك النماذج لدة 24ساعة 
بدرجة حرارة 4م ويراعى استبدال الحلول ثلاث أو أربع مرات خلال هذه الفترة حيث 
تخر أیونات الح نحو محلول 1۴ بسبب الاختلاف في التركيز وباستبدال محلول 
TE‏ عدة مرات فأنه ا كلياً من هذا املح چ التخلص من ماده 
الاثيديوم برومايد المتأصرة مع الحامض النووي يضاف البيوتانولاه١ة!٠ا8‏ إلى 
محلول الحامض النووي ويمزح جيدا حيث يتلون الكحول باللون الأحمر وبإزالة 
الكحول وباستبداله أحرى لعدة مرات فأنه سيتم التخلص كليا من الاثيديوم 
برومايد حيث تكون آخر طبقة للكحول رائقة عدية اللون . 


البارد أو الايزوبانول كما سبق الحديث عنه . يجفف الحامض النووي ويذان بكمية 
من محلول ٦۴٤‏ ویحفظ في درجحة حرارة 20م حتى استخدامه . 

Se e E CEES SE‏ 1 من أفضل الطرق 
العامة المستخحدمة فی فصل الحامض النووي لأ نها توفر فوذجا شا واا ر 
الشوائب . تستخحدم 8 الطريقة بشكل واسع في فصل البلازميدات المغلقة اة 
حيث إن الاثيديوم برومايد يرتبط بكفاءة عالية مع البلازميدات المفتوحة مقارنة مع 
الأرتباط النحدود مح البلازميدات المغلقة ويؤدي ذلك إلى الاختلاف في کافت ما 
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حیث تصبح البلازميدات المفتوحة الحلقة أكثر كثافة من البلازميدات المغلقة . لذلك 
تنفصل طبقة البلازميدات المغلقة كطبقة علوية تليها طبقة البلازميدات المفتوحة 
الأكثر كثافة . 

كما تستخدم هذه الطريقة في تنقية جميع ناذج الأحماض النووية المستخلصة 
بالطرق الأخحرى . كما يكن استخدامها في فصل الأحماض النووية للعائيات 
والرواشح وغيرها . 


ثالثا: طريقة الطرد المركزي الفائق مع قاعدة كيميائية 

تستخدم هذه الطريقة لفصل الحزيئات الصغيرة من الحامض النووي 0×4 مثل 
جزيئات البلازميدات والعاثيات والرواشح عن الجزبئات الكبيرة من الحامض النووي 
4 البكتيري آو غيره . يتم في هذه الطريقة استخدام اس هيدروجیني (۶۲) عال 
یتراوح بین 12-11 بأستخدام هيدر وكسيد الصوديوم حيث يؤدي هذا الا س العالي إلى 
فصل أشرطة الحأامض النووي المزدوجة إلى أشرطة مفردة الشريط وعند تخفيض 
الا س الهيدروجيني بإضافة خحلات الصوديوم الحأمضية Acetic Sodum acetale‏ 
فأنه يتم ارتباط الأشرطة المفردة مرة أخرى ونظر! لتعقد اجزيات الكبيرة من الحامض 
النووي فأنها في هذه المرحلة ستعمل على تكوين شبكة معقدة بيضاء اللون ويتداخحل 
البروتين الممسوخ أصلاً نتيجة معاملة محلول الخلايا الحطمة محلول 85S‏ مع هذه 
الشبكة . وفي هذه المرحلة يكن إجرأء الطرد الركزي الفائق بسرعة 48.000 دورة فى 
الدقيقه لدة ساعة حيث يترسب الحامض النووي الصبغي والبروتين والحامض 
النووي ۸4 في قعر الأنبوبة تاركا الحامض النووي ا أو العاثي أو 
الراشحي أو المايتوكونديري في الحلول الرائق وبا 


دام الايتثانول المثلج أو 


الايزه یربا رل فاه م فرت اماف النووى . يجفف بعد ذلك ويذأن بحكمية 


مناسبة من محلول ۲٤‏ أو الماء المقطر المعقم ويحفظ بدرجة حرأرة 20 0 

وبالإضافة إلى الطرق السابقة ة فإن هناك طرقأً أخرى مثل الطرد المركزي بو جود 
تراكيز مختلفة من السكروز |! إلا أنه أكثر استخداما لفصل البروتينأات ما هه فصل 
الأحماض النووية . 


٣ر‎ 
~~ 


طرق استخلاص الأحماض النووية من الخلايا والاتنسجة 

نظراً لاحتلاف النموذح المراد استخلاص الحامض النووي منه فأن هناك طرقا 
عديدة للوصول ا هذا الهدف وتشتر ا ك جميعها في التخحلص من البروتينات 
والشوائب الأ خرى . وفيماً أ يلي نورد أهم طرق الاستخلاص . 


أولا: استخلاص الحامض النووي 0٨۸4‏ من كريات الدم 


يجمع نغوذج الدم المراد استخلاص الحامض النووي 0×۸ منه في أنبوبة تحتوي 
على مضاد التجلط مثل E2۳۸‏ آو محلول سترات الصوديوم أو غيره ويفصل مصل 
الدم عن الخلايا عن طريق الطرد المركزي بسرعة 2000 دورة في الدقيق| لمدة حمس 
دقائق . يتم التخلص من الراشح وتعاد إذابة !لخلايا المترسبة که اتی 
من الحلول الفسلجي (0.9 غراماءه١‏ /100 سمة ماء مقطر) لإزالة مصلل يعاد 
الطرد المركزي ليتم التخلص مم ن الطبقة إلرائقة . بصاأاف 7 من لاء e‏ 
الخلايا وتمزج جيدا بواسطة عمود زجاجى نظيف حيث يقوم الاء المقطر بتحطيم 
جدران خلايا الدم الحمراء وتدميرها 8 ليتم التخلص منهالعده فائدتها فى 
الاستخلاص (عدم وجود نوی فيها) . 


يطرد الحلول مركزيا كمأ سبق ويتم التخنص من الطبقة المائية أخمرا العلوية 
التي تمثل محلول كريات الدم الحمراء المتحللة . تخسل الكريات المتسقية باخلول 
الفسلجى لعدة مرات مع الطرد المركزي . 

يضاف للخلايا المترسبة فى الدوره الأخيرة من الطرد المركزي السابق 2-0.5سية 
من محلول نيل lZږٺi PH?7.0-0.0S M Trıs-ci.% 0.5 SDS.O0.! M Naci)‏ 
M EDTA‏ 0.001{ ۲م اال الذي يعمل على تحليل جدراں الخلايا الدموية 
الببضاء واأطلاقم مواده . بحتوی الحلول احللٍ على مأدة سلفأات دودوسبل الصدديوء 
SDS‏ التي تعمز عبر لير جدران النرى وإطلاق للمأادة الوراثية وكذلك تعمل على 
تكثيف البروتينات . يتم تحطيم البروتينأت هده بإصأفة انرم البروتينيز (غ25 17ع P0‏ 
)K‏ إلى احلول كما يضاف نزع الارانيز ۸ ۸۸58 للتخلص من اخامض النووي 
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۸۸۸ . وبعد مزج الحلول جيدا بواسطة عمود زجاجي يتم تفريغه في أنبوبة زجاجية 
صلدة (أنبوبة الطرد المركزي) ويتم فصل الحامض النووي 04 باحدى طرق الفصل 
العام [التى تم الحديث عنها فى مقدمة الفصل] . 


ثانيا: استخلاص الحامض النووي 4( من النماذج النسيجية أو الزرع النسيجي 


يؤخذ غوذح النسيج اللطلوب استخذامه ويعأمل بالفورمالين لتعقيمه ويقطع إلى 
أجزاء صغيرة ا بواسطة سكين ا ومعقمة داخل طبق زجاجي معقم 
ونظيف . تنقل الأجزاء النسيجية الصغيرة بعد ذلك الى مجانس فائق السرعة 
za Motor Homogenizer‏ كمي MSB-EDTA .0.21M Mannitol.) Jal jn‏ 
M Sucrose. 0.05 M Tris-cl PH 8.0 ,0.01 M EDTA‏ 0.07) وتفتZ=‏ تفتت الأ جزاء 
إلى خلايا بواسطة الجحانس لمدة دقيقتين . ترسب الخلايا بواسطة الطرد المركزي بقوة 
0 دورة في الدقيقة لمدة حمس دقاثق ويتم التخلص من الراشح . تغسل الخلايا 
لعدة مرات بوأسطة الحلول الفسلجى وألطرد اررق تما ا یکن EY‏ جزأء 
ليج ان علدا بره ا ر عام ا رة ا رن رک025 
حيث يقوم الانزيم بتفتيت النسيج إلى خلايأً مفردة بعد تركه مع الأجزاء النسيجية 
لفترة دقيقتين أو حمس دقائق 

ولا تحتاج خلايا الزرع النسيجي إلى هذه المعأملات التي تحدتنا عنها الآن وكل 
ما يراد هو تجميع الخلايا الزرعية من وعاء التنمية بواسطة قاشطة زجاجية في أنبوبة 
زحاجية معقمة وطردهاً 'مرکزیا لجا ل التخلص من مواد الغدأئية . کا یکن معأملة 
النسيح ج الزرعي مع اڑج الرنن أىذدة ٿواكٍ قبل القشط . تسل الايا لعدة رات 

لول الفسلجي مع الطرد الركزي ثم تقل الخلايا الى جهاز تحطيم الخلايا . هناك 
نوعان من أجهزة تحطيم اللاي الأول يذعى بامجائنس الزجاجي Pestıl glass‏ 
0me‏ ظ تلحق به ذراعان الأولى موسومة بالحرف ۸ والثانية موسومة 
بالحرف8 . يقوم هذا امجأنس بتحطيم جذران اخلايا عن طريق تسليط ضغط كبير 
عليها . يوضع فوذج محلول الايا في أسطوانة انجانس الزجاجي مع قليل من 
محلول :۱58-۴507۸ ثم يستخدم الذراع 4 أولا وتضغط لعدة مرأت بشدة وبحذر 
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و عمودية ويعاد ا الضغط بوأاسطة الذراعA‏ لعدة مرات (20-10 مرة 
تقريبا) وتستبدل الذراع A‏ بالذراع 8 ويعاد تسلبط الضغط مرة أخرى . إن قطر 
أسطوانة اجانس الزجاجي اک باجراء هن الليمتر هن قطر النهاية الكروية للذراع A‏ 
و8 لذلك فأن الضغط السلط على الخلايا كبير جدا ويكفى لتحطيم الخلايا وإطلاق 
محتوياتها السايتوبلازمية إلى الحلول . 
ام “ھا أ 4< ~e ۶ C izar‏ 
كما يكن استخذام الجانس امعدني e Homogenizer‏ مع النتروجين 
السائل . يوضع محلول الخلايا في امجانس المعدني المبرد مقدمأ وتضاف كمية من 
الل ون الائ ون اا اة الخاد عله مها توو ااي 
كهربائياً لدقيقة أو دقيقتين يضاف بعدها مزيد من النتروجين السائل ويعاد تدوير 
الجهاز لفترة أخحرى . يعمل النتروجين السأئل على تحجميد محلول الخلايا بينما تعمل 
الأسنان الداخلية للمجانس المعدنى أثناء التدوير على تهشيم الخلايا المحمدة وتحويل 
في أنبوبة طرد مركزي رجاجية وتترك هي درجة حرارة الغرفة لفترة وجيزة حتى ذوبان 
الحلول ثم يطرد الحلول مركزيا بقوة 2500 دورة فى الدقيقة لدة حمس دقائق حيث 
تترسب نوى الخلايا وبقايا جدران !لايا فى أسمل ألانبوبة فيما تبقى انحتويات 
السايتوبلازمية الأخحرى فى الحلول الرائق . تزال الطبقة الرائقة ويڏا راسب النوى 
باضافة 3 سم من محلول ۲۴ و 200 مایکروئیتر من محلول )20(85S‏ وزج 
EE‏ ا ا ج زلىل ا . و Ts od‏ ا E‏ 
جیدا بواسطه عمود زجاجي حیت يصبح اعلول في هده لرحلة نزجا دلعابه بصاف 
0 مایکرولیترات ہں محلول انز البروتینیز × (ترکیز5 غم / 250سم 1۴) وخحمسة 
فا ترو لیر ات من محلول نزم RNase A‏ (تركير0! ملعم / 0سم مأء مقطر 
طرق الفصل العامة التى تم الحديث عنهأ فى مقدمة هذا الفصل . ويذكر أنه بمكن 
استخدأم هذه الطريقة أيصا فى استخلاص الحامص النووي من الحيوانات 
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ثالثاً: استخلاص الحامض النووي ۷4( البكتيري 
مناسب وتحضن بدرجة حرارة 37م فى حاضنة هزازة بدرجة هز 180 دورة فى الدقيقة 
دة 24 ساعة , يجمح محلول الايا فی الات طرد مرکزي وتر سب الت عن 
طريق الطرد المركزي بقوة 4000 دورة فى الدقيقة لمدة حمس دقاثق . تزال الطبقة 
السائاة العلوية من الأنابيب وتغسل البكتيريا المترسبة عدة مرات بالحلول الفسلجى 
للتخلص من المواد إلعالقة بها ویتم ترسیب ال كا فی کل مره بالطرد المركزي 
تجمع البكتيريا بعد آخر محاولة للغسل وتذاب في 2 5 سم -5سم من محلول $1۴ 
(ذکر ترکیبه سابقا) ویضاف5)00-200 مایکرولیتر من محلول S58‏ %10 ویز 
س حيٿث يعمل على 8 اة ا و المأدة الوراثبة 
es‏ لنووي a‏ التي dlê‏ 


رابعاً: استخلاص الحامض النووي البلازميدي 

تنمى البكتيريا الجاوية على البلازميد المطلوب عزله في وسط زرعي مناسب 
سائل وتحضن بدرجة حرارة 37م في حاضنة هزازة بدرجة هز 180 دورة في الدقيقة 
لدة 24ساعة ويضأف المضاد الحيوي الكلورومفينكول الى الوسط الزرعى لأ جل زيأدة 
نسخ البلازميدات في الخلايا حيث يعمل هذا المضاد الحيوي على تثبيط البروتنيات 
الضرورية لتضاعف الحامض النووي البكتيري بينما لا تتأثر البلازميدات . يبرد 
محلول الايا بعد ذلك بوضعه في الشلاجة دة نصف ساعة ويؤخذ منه 5 سم 
وتوضع في أنبوبة معقمة مع 5 سم من الوسط الغذائي السائل الجديد وتحضن 
البكتيريا مرة أحرى بنفس الظروف السابقة لفترة من الزمن حتى وصولها الى مرحلة 
تضاعف الحامض النووي ۸4 (مرحلة )5-۴١۵8‏ . ويذكر أن زمن أو فترة وصول 
البكتيريا إلى هذه المرحلة يختلف من نوع بكتيريا إلى آخر لذلك فأنه من الأفضل 


أحذ نغوذج من الخلايا بعد كل 5 دقائق وقراءة كثافته الضوئية yاأك١ع‏ اهءام0 عند 
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درجة 550 أنكستروماً وعند وصول الكثافة الضوئية لقيمة 0.5 عند درجة 550 
انكستروماً تكون عندها الخلايا في مرحلة-5 . يتم وضع غوذج الخلايا عندها في الثلج 
لعدة دقائق لايقاف الخلايا فى هذه المرحلة ثم تطرد مركزيا بقوة 4000 دورة فى 
الدغة ي دقان ا الف ور اا له جات بال 
الفسلجي المغلج مع الطرد المركزي . يذاب راسب الخلايا بعد ذلك بإضافة 5-2 سم 
من محلول 51۴ ويضاف 500-200 مايكروليتر من الحلول امحلل (.40۴81× 0.2۸ 
5 يحضر الحلول قبل عدة دقائق من استخدامه) . زج الحلول جيداً حيث 
تساهم القلوية العالية بوجود محلول 525 على تكشيف البروتينات والحامض النووي 
البكتيري الذي يظهر عندئذ كطبقة بيضاء لزجة جدا بينما تبقى البلازميدات فى 
ا حلول الرائق . ۰ ۰ 

يضاف بعد ذلك أنزم ۸ ۸۸25٩‏ بتركيز 1 مايكروغرام/لتر لأجل التخلص من 
الحامض النووي ۸١4‏ . يوضع المزيج في الثلج ويضاف إليه خلات الصوديوم ۸۸٥‏ 
)PH 4.8.0.3 Sodium acetate)‏ لأ جل خحفض الاس الهيدروجيني وتكثيف 
ا لحامض النووي 4×( البكتيري ويبقى المزيج في الثلح لفترة نصف ساعة تترسب 
خحلاله البروتينات والحامض النووي البكتيري . يطرد المزيج مركريا بقوة 5000 دورة 
في الدقيقة لعشر دقائق حيث يتم الحصول على رائق يحتوي على البلازميدات . 
ينقل الراثق إلى أنبوبة زجاجية نظيفة ويفصل الحامض النووي البلازميدي بإحدى 
طرق الفصل العامة السابقة . 


خامسا: استخلاص الحامض النووي المايتوكونديري 

ات ا ر ن ا اللات السات اد هة للك فان اة انط 
المركزي بسرع مختلفة كفيلة بفصل هذه العضيات والحصول عليهأ بصوره شبه نقية . 
يتم إتباع نفس الطريقة الملستخدمة في استخلاص الحامض النووي 5×4 من 
الأنسجة أو الخلايا الزرعية لأجل استخلاص الحامض النووي المايتوكونديري والفرق 
الوحيد هو في قوة الطرد المركزي المستخدمة بعد استخدام المجانس الزجاجي أو 
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العدنى حيث تترسب المايتوكوندريا عند قوة 4000 دورة فى الدقيقة بدلا من 2500 
دز ا رالرى رمك ال ةر اة العحضرل 


سادسا: استخلاص الحامض النووي من العاثيات 
أ( الاستخلاص الحد ود 


بعض التحاليل ويلجأ إلى هذه الطريقة لأجل السرعة والسهولة في الحصول على 
النماذج . تتمى البكتيريا المضيفة للعاثيات المطلوب عزل حامضها النووي فى وسط 
زرعى سائل مناسب بدرجة حرارة 37م فى حاضنة هزازة بقوة 180 دورة فى الدقيقة 
لمدة 24ساعة . يؤحذ اسم من محلول الخلايا البكتيرية ويضاف إلى 50 سم من 
الوسط الزرعى السائل الحديد فى أنبوبة مستقلة ويحضن فى الحاضنة الهزازة حتى 
وصول كثافة البكتيريا إلى 10 خلية /سمة ويتم مراقبة ذلك بواسطة قياس الكثافة 
الضوئية أو باستخدام جهاز الهيموسايتوميتر لعد البكتيريا فى حجم معين من السائل 
الزرعي یتم حضصير سلسلة من تخحفيفأت العاثيات تتراوح بن 7 0}— 10 وذ ك 
باستخدام الوسط الزرعي السائز فى بحضير هذه التخافيف . 

يؤحد 200 مأیکرولیتر م کا تخحفغبف من العاذات رح مع اس من محلول 
الخلايا البكتيرية في نابيب زجاجية نحص الأنابيب التي تحتوي على مزيج 
اکر والعائيات بدرجة حرارة 7 م دة نصف سأعة لإتاحة الفرصة للعاثيات 
لأجل إصابة البكتيريا . يضاف أ سم“ من الوسط الغدائى نصف الصلب 
medium‏ idاsoاSemi‏ الداقیع الی کں أنبوبة وزج ويصب فورا فوق سطح وط 
غذائي صلب بصورة مستقلة وتوضع علامات على سطح أطباق الأوساط الغذائية 
الصلبة لمعرفة التخحفيفأت . تترك الأوسأط الغذائية لمدة نصف سأعة حتى يتصلب 
سطحها تنقل بعدهاً ا حاضنة بدرجة حرارة 37م وتحضن لقترة 48-24 ساعة . 
تفحص الأ طبأق الزرعية ويتم اخحتيار الأطباق التى امتلأت بالعاثيات حيث تظهر 
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العاثيات كدوائر رائقة شفافة متصة داخل الوسط الغذائي . يضاف إلى كل طبق من 
هذه الأطباق 5سمة الحلول المعقم5۷ (5,8 غم ملح 2,٥1‏ غم 804 ع50.M‏ سب3 
ا- ذ1۲ %2 جيلاتين تذاب في لتر من الاء المقطر في جهاز التعقيم بالبخار 
والضغط) تترك الأطباق لفترة 4-3 ساعات حيث تنتشر العاثيات من الوسط الغذائي 
الى محلول 58×١‏ يتم بعدها تجميع الحلول في قنينة وأحدذة. 

تضاف للقنينة مادة جلايكول متعدد Polyethylen glycol PEG jail‏ 
تشک 5 ملخرام لكل 50 اسم من ا محلول وكذلك يضاف 2.5 ملغرام ٤‏ لکل 0 سم 
من الحلول من ملح الطعام أNacحیث‏ يقوم مر کب PEG‏ بو جود الملح بأمتصاص لاء 
وتکثیف العاثيات نتسهيل ترسيبها بالطرد المركزي رج محلول العاثيات و مأدة 
6 وال ملح جيدا حتى الذوبان التام توضع قنينة الحلول بعد ذلك فيها انج دة 
ساعتن آ اک کت ت العاثيات كطبقة بيضاء اللون يطرد الول مرک کزياً وة 
5000 دوره ف الدقيقة دة عشر دقائق ليتم e‏ من ألم ٠‏ الراسشنت 
العاثي بإحدى طرق الفصل العامة السابقة . 

ويفضل عأدة ة فی استخلاص الحامضص النووي للعاثيات ت او أو البلاز زميدات 
استخدام ۾ الطرد المركزي الفائق بو جود ملح وريد السيزيوم . 


ب) طريقة الاستخلاص الواسع 


يتم في هذه الطريقة ة الحصول على كمية أكبر من الحامض النووي العاثي 
لغرض أستخدامها في التحليل الوراثي الواسم . یتم ٿي هذه الطريقة أخذا١‏ 
مایکرولیتر .10 › و 100 مایکرولیتر من محلول العاثيات وزج كل واحد منها مع 200 
مايكروليتر من محلول خلايا البكتيريا بكثافة 109 خلية /سم توضع هذه في أوعية 
۴ يحتوي كل منها على 50 سم“ من الوسط الغذائي السائل مقوى بنصف 
سم من محلول | مولاري 12504 وتصف سم" من 0.2 مالتوز وتحضن بدرجة 
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حرارة 37 م في حاضنة هزازة بقوة 180 دورة في الدقيقة لمدة 12 ساعة . تفحص 
الأوعية للاحظة تحلل البكتيريا ويتم اختيار الأوعية ذات التحلل الكبير لأجل 
الاستخلاص . تجمع الأوعية الجيدة التحلل في قنينة طرد مركزي من نوع بيكمان 
Beckman‏ ویضاف الیھا انزعی ٥۸25٤1‏ و ۸ R۵8‏ بترکیز نھائی قدرہ 
امايكروجرام/سم* وتترك بدرجة حرارة الغرفة لمدة نصف ساعة ثم يضاف إليها 2.92 
غرام من ملح الطعاماءة× و5 غرامات من مادة ۴6 وتمزج جيذا حتى الذوبان 
الكلي . توضع القنينة بعدها في الثلج لمدة نصف ساعة أوسأعة لأجل ترسيب 
العاثيات ثم تطرد مركزيا بقوة 4000 دورة في الدقيقة لمدة عشر دقائق . يزال الراشح 
ويذاب راسب العاثيات بإضافة 20سمة من محلول 5M‏ و 150 مايكروليترا من 
محلول E01۸‏ نصف مولاري . ينقل الحلول الى أنابيب زجاجية صلدة ويضاف لكل 
أنبوبة 10-5 مایکرولیترات من محلول 525 ترکیز %25 وتمزج خا وای نه 

يصفى الحامض النووي العاثي بواسطة الاستخلاص باستخدام 
الفينول : كلوروفورم ‏ أيروبروبان نول نم بواسطة الطرد المركزي الفائق مع ملح كلوريد 


السيزيوم . 


زرجاجی . تم 


سايعاً: استخلاص الحامض النووي 0×۸ من الهلام 


في بعض الأحيان وأثناء استخلاص احاأمفص ن النووي 0۸4 فأنه يحصل 
وبسبب عدم كفأءة الا ترص ا ي احامص النووتي کلت او چ ت 
تعرضه للأنزات أنحطمة أو البروتينات الحطمة وفى حالة التحطم الكلى للحامض 
النووي فأنه سوف لا ا منه فی معظم کارب الهندسة الوراثية . أمأ ی 
حالة التحطم الحزئي فأنه يعكن تخليص غوذج الخحامض النووي من الأ جزاء المكسورة 
أو احطمة منه عن طريق الهجرة الكهربائية في هلام الاجاروز من النوع الخفيف س0ا 
e)1 r€‏ . تظهر الأ جزاء انحطمة بعد صباغة الهلام بالاثيديوم برومايد 
كمسحة متدة من منطقة بداية الهجرة نحو الأمام بينما يظهر أخحامض النووي الكامل 
كحزمة واحدة فقط عندها يتم قطع الاجاروز الحيط بالحزمة ونقله إلى أنبوبة نظيفة 
ليتم استخلاص أالحامض النووي الكامل منه بطرق مختلفة . أسهز هذه الطرق هو 
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إضافة أنزيم الاجاريز ۸24۲58 للانبوبة حيث يقوم الأ نزم بتحطيم الاجاروز 
والتخلص منه ويتم ترسيب الحامض النوري بإضافة الايشانول المشلح أو 
الايزوبروبانول . 

كما يكن بنفس الطريقة عزل حزم الحامض النووي (N4‏ المقطعة بواسطة 
الأنزعات القاطعة والمستخدمة في الهندسة الرراشة ! 


أما الطريقة الثانية : فهي عمل حفرة أمام الحزمة المراد عزلها وباتجاه الهجرة 
الكهربائية وإضافة بفر 1۴ إلى الحفرة وتشغيل جهاز الهجرة الكهربائي حيث تزحف 
الحزمة باتجاه الحفرة تم تنتقل جزيئات الحامض النووي الى البقر یتم تجميع البفر 
بن الحن والآخر وإضافة بفر جديد حتى اكتمال جميع ماده الحأمض النووي ثم يتم 
ترسيب الحامض بإضافة الايشانول بعد تخحليصه من برويد الاثيديوم . كما أن هناك 
طريقة ثالشة تستند إلى أستخدام عمود يحتوي على مادة السفيد كس p۲(۴50ء؟‏ 
(adex 650‏ أ و السليكون محفوظة في ماء مقطر يحتوي على %0.15 من مادة 
الكاثون 66 (66 ١110‰ة[)‏ كمادة حافظة . يتم شراء هذه الأعمدة عادة من شركة 
فارمکا ۴1۵۲۳۵٥۱۸‏ على سبیل المثال أو غيرها كمأ عكن تحضيرها مختبريا عن طريق 
تعبئة عمود زجاجي با لواد السابقة . قبل إجراء عملية فصل الحامض النووي یتم 
عسل عمود الفصا ل بوأسطة محلول ۲۴ وذلك بإضافة ة اللو ل للعمود ور که يحرج من 
نهأيته وتعاد عملية الغخسل لعده مرات ( 6-4 مرات) ‏ يصاأف نعدها ور المطلوب 
عزل الحامض النووي 04 منه إلى عمود الفصل ويترك السائل يخرج أولاأً من نهاية 
العمود حيث بتم تجميعه في قنينة اوی ثم يضاف بعد ذلك محلول 1۴ (بعد خروج 
الحلول الأول كليا) ويجمع النمودج من نهاية العمود فى قنينة ثانية (تحتوى هذه 
القنينة على الحأمص النوويN۸[()‏ . يتم ترسيب احامف ر نوو اا يشانول البأرد 
واستكمال الطريقة للنهاية . تعمل مادة السفيدكس أو السديكوت كوسط يتأصر معه 
الحامض النووي 4× تاأركا الحلول يخرج لوحده وعند إضافة محلول 1۴ فأنه 
يعمل على جرف الحامض النووي مرة أخرى ليخرج من نهاية العمود مع الحلول . 
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هناك طريقة رابعة حديثة جدأ استنبطتها شركة بايوتكنولوجي الأمريكية تهدف 
أصلا تنقية الحامض النووي (N۸‏ من الشوائب التى قد تعلق كبقايا الفينول أو 
الكلوروفورم أو البروتينات أو المعادن الثقيلة وغيرهأ ولكن ييمكن استخدامها فى 
استخلاص الحامض النووي المعزول من الهلام . تدعى هذه الطريقة بالجين كلين 
Gene clean‏ وتباع موادها تجاريا بواسطة الشركة السابقة الذكر . يتم في هذه الطريقة 
إضافة يوديد الصوديوم[ةN‏ (حجمأان ونصف الحجم ليصبح الک النهائي ی المحلول 
4 مولاري) الى غوذج ا لحامض النووي المراد تنقيته أو استخلاصه . كما يضاف 2 
مايكروليتر من مادة السليكا ×أ١٤١"‏ ٠1ا81‏ . تمزج المواد جيدأ ويوضع النموذج في 
الثلج لمدة حمس دقائق لإتاحة الفرصة للحامض النووي بالالتصاق كليا بالسليكا 
ويطرد النموذج مركزيا لعدة ثوان بسرعة 2000 دورة في الدقيقة يتم بعدها التخلص 
م الراشح . يتم غسل الراسب بواسطة محلول التنظيف الذي يدعى!ءWa New‏ 
(يتألف هذا الحلول من ملح الطعام اعه× و اھ آ۲ا و ۴01۸ . ايشانول وماء 
غيرمعروف العيارية أو التركيز وتحتفظ الشركة بذلك دون إعلانه فى نشرة الحاليل) 
عزج الراشضت 2 محلول إالتنظطف جیدا ثم یطرد النموذج رگا مرة أخرى ویتم 
التخلصس من الراشح وتعاد عملية الغسيل هذه شلات مرأت يتم بعدها استخلاص 
الحامض النووي من مادة السليكا مره أخرى بإاضافة كمية من محلول TE‏ وحضصانة 
النموذج بدرجة حرارة 55 م لدقية ا یطرد مرکا حیٹ ر يحوي الراشح بعدها 
على الحامض النووي (N4‏ النقى جدا. 
ثامناً: استخلاص الحامض النووي الريبوزي المرسال "R۸۸‏ 

يستخحدم الحامض النووي المرسال فی العديذ من تجارب الهندسة الوراثية مشل 
الحامض النووي المرسال له أو البروتين الناتج . وفي الحقيقة فأن التعامل مع الحامضص 
النووي الريبوزي ۸١4‏ أسهل بكثير من التعأمل مع الحامض النووي (N۸‏ حيث لا 
ثل الحامض النووي ۸١4‏ الكلى سوى %10 من الحامض النووي الكلى . 
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إن معظم طرق استخلاص الحامض النووي DNA‏ تؤدي ا الحصول على 
ا لحامض النووي الريبوزي R١۸‏ مالم يتم استخدام أنزي ۸ ۸28 . لذلك فأنه 
يمكن الحصول على الحامض النووي الريبوزي الكلى R4‏ 41ا باستخدام طرق 
الاستخلاص ألسابقة ولكن يفصل استخحدام طريقة الاستخلاص بوأاسطة الطرد 
المركزي الفائق مع ملح كلوريد السيزيوم حيث يكون غوذج الحامض النووي الريبوزي 
كالبكتيريا أو غيرها من الأحياء . هذا إضافة إلى أن طرق الفصل الأخحرى مشل 
الحامض النووي الريبوزي الكلى المعزول بالطرق ألسابقة بواسطة 10 مایکرولیترات 
الريبوزي الكلي باستخدأم عمود الفصل الذي يدعى ب مك0 Oligo 1 cعآ] u]‏ 
chromatography‏ . يغسل العمود أولا محلول هيدرو كسيد الصوديوم عيارية 0.1 
نغودج الحامض النووي الريبوزي الكلى إلى العمود بعد ذلك حيث يرتبط الخامضص 
النووي الريبوزي المرسال بالعمود بوجود التركيز العالي من الڪلول للحي ویخرح ما 
تبقى من الحلول من نهاية العمود . وبعد الانتهاء من خروج احلول الأول تتم إضأفة 
يقوم الحلول الملحى الخفف بفك تأصر الحامض النووي الريبوزي المرسال من ألعمود 
الرتبورئ المرستال وین لاکد منه عن طريق قراءة الأمتصاص بجهاز المضياف 
Spectrophotomater‏ عند درجة 260 نانومیترا . يتم بعد ذلك ترسیب الحامض 
النووي بإضافة محلول كلوريد الصوديوم (تركيز نهائي 0.3 مولاري) وحجمين من 
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مقدمهة 
البلازميدات 
البلازميدات الإقترانية وغير الاقترانية 


تصنيف البلازميدات 

البلازميدات كنواقل في الهندسة الوراثية 

مميزات البلازميدات النموذجية المستخدمة في الهندسة 
الوراثية 

هندسة البلازميدات 

أ :الرس اليطى 

ثانيأً: الغرس بدون تثبيط أو الفرس الطبيعي 

اقخاشتات ۰ 

العاثيات كنواقل في الهندسة الوراثية 

دة اتاكات 

أولاً: الغرس التثبيطي 

انا افون الى 

عاثيات بكتريا القولون كنواقل في الهندسة الوراثية 
أولا :العاقات هردوجة شري الحامكن اوري 4 5N‏ 
ثانياً: العاثيات مفردة شريط الحامض النووي 5×۸ 

الكوزميدات 
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نواقل ال 


سه الورا 


هه * 
له 
e+‏ 


الرواشح 

نواقل التعبير 

QXK 174 -العاثي‎ 

M13 -العاتي‎ 

-مشتقات العاثىN13×‏ 

M13 -العاثي‌مص‎ 

اقات اشرق مشة یلعا05 
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مدمه 

نواقل الهندسة الوراثية كعاءناء۷ هى جزئيات بايولوجية مؤلفة من الحامض 
النووي DNA‏ أو الحامض النووي وكمية من البروتینات : تستخحدم هذه کوسائط 
لنقل مورث معين أو أجزاء معينة من الحامض النووي (N4‏ إلى خلايا أخرى 
لإظهار صفة جديده فيها . 

تتميز هده النواقل بقدرتهاعلى التضاعف داخحل الايا المحديدة ( وكذلك 
مضاعفة الأجزاء المهندسة فيها كما كن لها الانتقال إلى الأجيال الحديدة من 
الحلايا . وبالإضافة إلى ذلك فأن هذه النواقل يجب أن تكون مستقرة وغير قابلة 
للتحلل داخل الخحلایا الحديدة وأن لها فدرة اسشتغاة حيدة فن الباحشن من 
الخلايا عند الحاجة . 

ونظراً لاختلاف أهداف الهندسة الوراثية فقد توفر الآن الحديد من هذه النواقل 
كالبلازميدات والعاثيات والكوزميدات والرواشح وغيرها . 


الىلازميدات Plasmids‏ 
ھی جزیئات حامضص نووي ھ4( حلقي دو تضاعف مستقل عن الصبغيات ِ 
لذا فهى تثل وحدة تضاعف مستقلة Replicon‏ . يراوح حجم البلازميدات 
بين0.05 إلى %20 من حجم الصبغى (بين .0 كيلو قاعدة الى 250 كيلو قاعدة) 
(جدول 1-5) » على الرغم من أن البلازميدات مواد وراثية غير ضرورية لنمو وتكاثر 
الخلايا إلا أنها قادرة على تزويد الخلايا بصفات إضافية فى ظروف معينة لاحتوائها 

على مورثات خحاصة بها مئل مورثات مقاومة الملضادات الحيوية 1 
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جدول5-| : أحجام وعدد تسخ بعض البلازميدذات وصفاتها المظهرية. 


البلازميد 


PBR345 
PUC 8 
PAT 153 
PBR 322 
CVg-YIP 
YRPp7 
PBR 325 


UR: 
COL, E! 
RSF 1030 
RSF 2124 
PSCIOT 
RP4 


RI 
F 
Ent P307 
TOL 


PTi Ach5 


98.42 


117 


14 


e 
E 3 
س س ل و ا ا ا س س سسس‎ 


الصفة المظهرية 


مقاومة الاميسذن 

مقاومة الامبلسين 

مقاومة الامم لسن والتتراسايكلن 
مقاومة الامبلسين والتنراسايكلين 
عقاوم الامب سین والتتراسایگن 
مقاومة الا مبلسين والتتراسايكلين 
مقأومة الامبلسين والتنراسايكلن 


والکلورمفینکون 


مقاومه الامسلسن 

مقاومة التتراسأيكلن 

مقاومة الامبلسين والتتراسأيكلن 
والكنامايسن 

عدد من المضادات الخحياتية 
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150-100 
150-100 
150-100 
100-50 
حوالي30 
حوالي30 
حوالي30 


100-0 
15-10 
40-20 


4.2 = 0.36 Kb 
û2 =95 Kb 


E.coli 


E.coli 
E.coli 
£.coli 
ygast 
vEeast 


E.coli 
أ‎ yeasl 
E.coli 


۰7 


E.colı 


س ی س ےس ا ر ر س س مت مسف ہی کے سے 


pesudotinonas 


and other 


E.coli! 


Pesudo1nonas 


ا 
| 
أ putide‏ 


Agrobactertlum 


tumefaciens 


دالتن مرگ× 
دالت 10× 


عكن إيجاد هذه البلازميدات في الكثير من البكتيريا وبعض الخمائر وتعتبر 
هالا ار مل ميات الكدا فى لهند اة اعت 
البلازميدات داخل الخلايا الحية مستخدمة الأنزمات الخلوية لذلك إلا أنها تسيطر 
على عملية تأسيس هذا لتضاعف عن طريق مورثاتها الخاصة . فبعض البلازميدات 
تقوم بالاتحاد مع الحامض النووي (N4‏ الخلوي لأجل التضاعف وتدعى هذه 
بالايبوسومأت ۳85 0ء1ط٤‏ وعأدة ما تكون هذه البلازميدات صغيرة الحجم بينما 
تملك البلازميدات الكبيرة الحجم أنزماتها الخاصة بها . ) 

ويختلف عدد نسخ البلازميدات من خلية إلى أخرى تبعاً لذلك حيث تلك 
بعض الخلايا أكثر من خمسين نسخة كما هي الحال في البلازميدات ۲8۸322 و 
۴5 . تدعى مثل هذه البلازميدات بالبلازميدات عالية النسخ High copy‏ 
1 . بينما توجد بعض البلازميدات بهيئة نسخة مفردة أو ثنائية كما هى 
الحال فی البلازمیدات کبیره الحجم مثل البلازمیدات ۲01 و ۴۲:۸٤۸5‏ . ومثل 
عدد ال عدد جزيئات اللاإميد ألموجود في الحالة الطبيعية في خحلية وأحدة. 
وعلى الرغم من عدم معرفة تفاصيل أسباب زيادة نسخ البلازميدات أو انخفاضها إلا 
أنه يعتقد أن قدرة البلازميدات على السيطره على تأسيس التضاعف تمكنها من زيادة 
أغدادا ا ن اة عداو ال ات 5ار ادا رو ف غ 
الايبوسومات بإضافة مثبطات إنتاج البروتينات مثل الكلورمفنيكول -mphe1صChlora‏ 
1 إلى الوسط الغذائى حيث يتوقف تضاعف الصبغيأت بينما يشتد تضاعف 
البلازميدات . قد 2 الخلايا على أكثر من نوع من البلازميدات ولا بد لهذه 
البلازميدات أن تكون متطابقة ٥0۳۳31118‏ حيث يتم فقدان البلازميدات غير 
اطا رام اا ول ب ي ك وك دان ف قف 
البلازميدات له دور في ذلك . 

تعتبر البلازميدات ذات أهمية بايولوجية وطبية وصناعية ذلك لاحتوائها على 
مورثات ذات أهمية كبيره في هذه الجالات . ففي مجال علوم الحياة فأن البلازميدات 
تعتبر أهم نواقل الهندسة الوراثية وتستخدم في العديد من الأ بحاث العلمية التي 
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تستهدف سبر أغوار المادة الوراثية وتهيئة الخرائط الوراثية بالإإضافة الى استخداماتها 
العديدة فى دراسات التطور والتطبيقات العملية لعلوم الحياة . أما فى امجال الطبى فأنه 
الحياتية لتتضح أهميتها الطبية . إضافة إلى أن بعضها يقوم بتصنيع بعض البروتينات 
التي تستخدم في قتل أنواع معينة من البكتيريا والسيطره على أنواع أخرى كما هي 
الحال فى البلازميدات الكوليسنية في نکیا القولون القادرة على إنتاج بروتين 
الكولسين الذي يقتل البكتيريا ذات العلاقة التطورية المتقاربة أو الخلايا الحساسة التى 
تفتقر إلى هذا البلازميد . وكذلك البلازميدات القأدرة على إنتأاج بروتين الفبريوسين 
Vibriocin‏ الذي يقتل بكتيريا الكوليرا . 

كما تعتبر المكورات المسبحية Streptococcus lactis‏ من أفضل الأمثلة على 
الأهمية الصناعية والتى تحتوي على بلازميدات قادرة على إنتاج أنزيات ذات أهمية 
كبيرة فى صناعة الأ جبان والتخمر . 


البلازميدات الاقترانية وغير الاقترانية: 
Conjugative and Non-conjugative Plasmids‏ 
تقسم البلازميدات إلى مجموعتين هما البلازميدات الاقترانية والبلازميدات 
اللااقترانية . وقد تدعى البلازميدات الاقترانية ببلازميذات الخصوبة Fertil)‏ 
35ا أو بلازميدات الجحنس ءلإصكها۴ ×$ . وقد يوجد كلا النوعين من 

البلازميدات في خلية واحدة أو تكون منفصلة . 

البلازميدات الاقترانية : هي البلازميدات التي لها القدرة على السماح یحصول 
اقتران جنسي بين خليتي بكتيريا بحيث يتمكن البلازميد الاقتراني من تزويد الخلية 
الثانية بنسخة منه . يتم السيطرة على عملية الاقتران عن طريق مجموعة من المورثات 
التى تدعى بالمورثات الناقلة ١٤ع‏ fe۲ئمصة۲‏ 1 ویرمز لها ب ۲۵] . توجذ هذه المورثات 
اا ات اا ف و كو ا مات عو الا ت ن 
ف ف ل غ اف ع ان لك م ده 
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معا فى إحدى الخليتين . أما البلازميدات اللاأقترانية فأتها تتضاعف داخل الخلية 
بصورة مستقلة عن الحامض النووي DNA‏ الخلوي أو بالاندماج کأیبوسومات 
(الشكل 1-5 

يرمز للخلايا ذات القدرة الاقترانية ب ۴ وهى الخلايا التى تحتوي على بلازميد 
اقترانی » بینما يرمز ب ۴ للخلايا الخالية منه . وعند حصول الاقتران بن خلية*۴ 
وأخرى ۴ فأنهما يرتبطان بواسطة أنبوب أخصابءهنا۴i‏ ينتقل عبره أحد أشرطة 
في کل من الخلیتين وبذلك تتحول الخلیه ۴ إلى خلية ۴ ذات بلازميد اقتراني 
(شکل2-5) وعلى الرغم من القدرة التضاعفية المستقلة للبلازميد الاقتراني 
Autonomous‏ إلا نه يلتحم مع الحامض النووي الخلوي من وقت إلى آأخحر وترجع 
قابليته هذه لاحتوائه على ترددات تدعى بالعناصر الانتقالية (T^)‏ leۆTransposab‏ 
gİ elements‏ عناصر الاندماج (18) 5٤1۳۴۸ء 1156۲510١‏ وهي ترددات من القواعد 
النايتروجينية اللكملة لزددات مماثلة موجودة فی الحأمضص النووي الخلوي : تقوم 
الأنزعات الخلوية بفتح حلقة الحامض النووي البلازميدي وكذلك الحامض النووي 
ا خلوي عند هذه الترددات يتم بعدها التحام تهابات البلازفند المفتوح مع الأطراف 
المفتوحة للحامض النووي الخلوي حیث يتم استيعأب جزيئة البلازميد الاقتراني 
تدعى مثل هذه الخلايا با لخلايا الاتحادية عالية ترد )Hfr(-eثr High frequency‏ 
combinant cells‏ (الشكل3-5 ) . 


أ- التضاعف کک « 0 


ر 
A) e)‏ 


0 


زالشكل5 کک ) : تضاعف البلازميدات اللااقترانية في البكتيريا. 


(کC-0‏ ن 


B=) 


a 


(الشكل2-5): انتقال البلازميد 
الاقتراني خلال أتبوب الأخصاب 


CD 
) D' 
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تقوم الخلية بعدها مضاعفة الحامض النووي المركب وتنقسم . وبهذه الطريقة 
ينتقل البلازميد الى الأجيال الحديدة من الخلايا . 

وقد تقوم خلایا 1۲ بنقل البلازمید الى خحلایا ۴ . ويؤدي مشثل هذا الانتقال 
إلى الخصول على اتحادات وراثية جديدة حيث تنتقل أجزاء من الحامض النووي 
الخلوي مع البلازميد الى الخلايا الجديدة . (الشكل4-5 ) . 

أما البلازميدات اللااقترانية فأنها كما قلنا تتضاعف داخل الخلية بصورة 
مستقلة أو بالاندماج مع الحامض النووي الخلوي كأيبوسومات . ونعود قدرتها على 
الاندماج لوجود عناصر الأندماح . يختلف عدد نسخ عناصر الاندماج من نوع الى 
آخر . ففي بكتيريا القولون × زاهء. ثماني نسخ من العنصرا 15 وخمس نسخ من 
العنصر 152 ونسخة أو أكثر من العناصر 183 و154 . 

وقد تحتوي بعض البلازميدات والبكتيريا على عناصر انتقالية .وتخحتلف 
العناصر الانتقالية عن الاندماجية کی ات الأولى تحتوي على مورث مقاومة مضاد 
حياتي معين أو أكثر من مورث . 


أجيأل جديدة من الخلايا عالية التردد 1۲١‏ 


(الشكل3-5) : تكوين الخلايا الاتحادية عالية التردد 1۲ من خلال التحام البلازميد مع 
الحامض النووي الخلوي 
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Hfr Hfr EF Hfr 


(الشكل4-5) : الاقتران بين الخلايا الاتحادية عالية التردد 1١‏ والخلايا الخالية من 
البلازميد الاقتراني لإنتاج أجيال جديدة من خلايا ۲؟] 


تصنيف البلازميدات 

تصنف البلازميدات الطبيعية اعتماداً على طبيعة المورثات الحمولة إلى خمس 
مجاميع هي : 

أولاً : بلازمید ات الخصوبة ۴-۴1۵۳71۵5 : وهى البلازميدات التى تحتوي على 
المورثاته٠]‏ التى تساهم فى حصول الاقتران الحنسى بين الخلايا البكتيرية . 

ثانياً : بلازميدات المقاومة sل1‏ ۸-۴1 : وهى مجموعة البلازميدات التى 
تحتوي فى مادتها الوراثية على مورث واحد أو أكثر لمقاومة المضادات الحيوية . 

الغا : بلازمید ات الكوليسىن sلP1a5"1-Co1‏ : وهي البلازميدات التي تلات 
مورث الكوليسين القادر على إنتاج بروتين الكوليسين . 

اشا البلازميدات التحلليلة ۴١‏ ء1۷)ةلهإعه( : وهى بلازميدات تعتلك 
مورثات تساعد الغلايا البكتيرية من تمثيل الجزيغات غير الاعتيادية مثل التولوين 
ع ا 
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خامساً : البلازميدات المسرضة ۴۶ ۷1۲1٥۸٥١‏ : وهی البلازميدات التى 
تسبب الأمراض لايا العائل مل البلازمیدات 11 الموجود فی بکتيريا A ع۲٥٥2 e-‏ 
tum facies‏ umاا‏ والتى تؤدي إلى إصابة نباتات ذوات الفلقتين بمرض الثاليل 


. Crowngall disease ةيجlتill‎ 


البلازميدات كتنواقل في الهندسة الوراثية 

تعتبر البلازميدات أفضل أنواع النواقل في الهندسة الوراثية وذلك لحجمها 
المناسب في العمل وتنوعها وسهولة استخلاصها والتعامل معها إضافة إلى صفات 
أخرى مثل وجود مواقع كسر أنزمية متعددة ومورثات مقاومة المضادات الحيوية وغيرها 
وتضاعفها المستقل ووجودها بأشكال مختلفة (مسترخيةل14×eء۸‏ وحلقية4۲اCir›u‏ 
وخحطية )1118۲١4‏ بالإضافة إلى سهولة تربية البكتيريا ذات البلازميدات وميزات 
أخرى عديدة . 


ونتتيجة إلى التطور الهائل في تقنيات الوراثة المجزيئية والكيمياء الحيوية 
والهندسة الوراثية فقد أمكن الحصول على أعداد متنوعة من البلازميدات الحورة من 
البلازميدات الطبيعية وجعلها أكثر ملائمة كنواقل للهندسة الوراثية . إذ يتم إزالة 
الأجزاء غير المرغوب فيها في البلازميد الطبيعي عن طريق تقطيع البلازميد 
بالانزعات القاطعة 8ع Restriction €^Z¥‏ ثم عزل القطع المرغوب فيها عن طريق 
الهجرة الكهربائية خلال هلام Ge electrophoresis‏ واستخلاصھا وربطھا مع 
بعضها بواسطة الأنزعات اللاحمة es؟هع‏ اا مع إضافة أجزاء بلازميدية أخحرى أو 
عدمها لتهيئة بلازميد جديد ذي مواصفات أجود وأكثر كفاءة . لقد تم باستخدام هذه 
التقنيات بناء العديد من البلازميدات الختبرية التي ادت إلى تطور هائل ومتنوع في 
قدرات الهندسة الورائية . إلا أنه وفى كل الاحوال فأن القدرة الاستيعابية 
نالرت دات تظل محدودة ولا تزید عن 10-5 كيلوقاعدة من القطع 
الحديدة. 
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مميزات البلازميدات النموذجية المستخدمة في الهندسة الورائثية 

أولاً : أن يكون البلازميد بحجم مناسب (20-10 كيلو قاعدة) . إذ أن 
البلازميدات الصغيرة ة الحجم عادة ما تکون عدیده النسخ في الخلا کما نها چ 
ومح ذلك فأن تتطلب خا r‏ کک E‏ 

IS‏ الوراثية خيت مك عندها هة 
معرفة مواقع المورثات والأنزمات القاطعة . 

ثالفاً ل يكون ذا صفة انتقائية خحاصة marke‏ eاSelectab‏ کن من 
خلالها تعييز الخلايا الحاوية عليه مثل وجود مورثات مقاومة المضادات الحيوية أو العوز 
الغذائى أو العيش فى ظروف خاصة . 

راغا :افك فادرا غل الاعف داخ كا الت وله قدرة عل 
الانتقال إلى الأجيال الحديدة من الخلايا . 

خامسا : أن یکون مستقراً اطه)؟ داخل المضيف ولا يضيع أو يفقد عند انقسام 
الخلايا . 

ا أن يحتوي البلازميذ على الأقل على تردد واحد يعمل کمنشاً تضاعف 
حال فأنه يمكن استخدام الأيبوسومات فى الهندسة الوراثية على الرغم من عدم 


هندسة البلازميدات 


تستخدم البلازميدات كنواقل في الهندسة الوراثية بطريقتين وهما الأكثر شيوعا 
وهما 
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أولا: الخرس التثبيطي Insertional Inactivatio¬‏ 

يتم فى هذه الطريقة استخدام بلازميدات ذات صفتين انتقائيتين مثل وجود 
مورثين لمقاومة مضادين حيويين . إذ يتم زرع أو هندسة قطعة الحامض النووي 5×4 
الغريب في موقع يقع وسط أحد هذه المورثات ما يؤدي إلى إتلاف ألورث وتشبيطه 
وبالتالى اخحتفاء صفة مقاومة أحد المضادات الحيوية . ويتم عزل البلازميدات 
الد باستخدام الصفة الانتقائية الثانية . ويعتبر البلازميد ۲8۸322 أحد هذه 
النواقل ويحتوي على مورئين لمقاومة التتراسايكلين والامبسلين (الشكل5-5) * . 

يحتوي هذا البلازميد على مواقع مفردة للعديد من الأ نزعأت القاطعة ويعكن 
استخدام أي منها لفتح البلازميد . فمثلا عند أستخدام الأنزي القاطع ۲11 82۳ فأنه 
سیتم كسر مورث مقاومة التتراسايكلن وعند هندسة قطعة حامض نووي 5١N۸A‏ 
غريب مقطوعة بنفس الانزي فأنه ستستقر بين جنبات مورث مقاومة التتراسايكلين ما 
ود ا لرن وغل ك فاه ى مل د 0 ادات اده ورا 
اه باعل الو دات الغارة ادان فط ا السات كيه 
محافظة على مقاومة الامبسلين والتتراسايكلين تعتبر بلازميدات ا واا 
لفشل التحام قطعة الحامض النووي الغريب في المكان المطلوب والتحام مورث مقاومة 
التتراسايكلين مرة أخحرى ليعود كما كان قبل الهندسة (الشكل 5-5) . 


٭ وقد اشتق هذا البلازميد من البلازميدات 2124 PAB1, PSC 101 , RSF‏ . 
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مورث مقاومة الامبسلين 
AmpR‏ 


tet R 
وت اوت اا‎ E PBR 322 
: 
Bam HI! موقع قطع الأنريم‎ = 
و‎ 
رر البلازميدات مفتوحة بالانزم القاطع‎ ۷ 7 


Bam Hil 


قطع حامض نووي DNA‏ 
غريب ناتجة عن تقطيع بالانريم 
Banı Hl‏ . 


بلازمید فشل في 
عملية الهندسة 
والتحمت قطعة ى 


(الشكل5-5) : استراتيجية الهندسة بالغرس التثبيطي للبلازميد 322 ۶8۸. تؤدي الهندسة 
إلى إتلاف مورث المقاومة الذي يحمل بين جتباته قطعة الحامض النووي الغريب. كما قد 
تفشل بعض البلازميدات في الهندسة مؤدية إلى تكوين البلازميد الأصلي 
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في حقيقة الأمر إن التحام قطع الحامض النووي الغريب يكون عشوائياً . لذلك 
فأن هناك احتمال التحام قطعتى مورث التتراسايكلين فى البلازميد مرة أخرى دون 
إعطاء فرصة لالتحام القطعة الغريبة . وهكذا فأنه سيكون لدينا في الواقع خليط من 
E‏ الأصلى والجلازمة الهجن الم وراثيا) فأذا ما م نقل هذه 
البلازميدات إلى البكتريا فأنه لابد من تصفية مستعمرأت ابكتيريا للحصول على 
البكتيريا الحاوية على البلازميد الهجين . 

يتم ذلك عن طريق زرء البكتيريا على وسط غذدائي يحتوي على الأمبسلين . 
وعند حضانة الأوساط الغذاثية لفتر؛ .اسبة 48-24 ساعة فأن جميع البكتيريا 
الحاوية على البلازميد الهجين ۲۲۵٠ا‏ "م۸۳ ۴8۸322 والبكتيريا الحاوية على 
البلازمید غیر لهجن ۲۵]ء] "م۸۱ 322 ۶8۸ ستنمو على هيئة مستعمرات . 

ولأجل الح بین الملستعمرات الهحينة وعير الهجحينة فأنه ت تقل مستعمرات 
اترا بواسطة ورقف ترشیح معلہ الحهات کما يتم تعلیم الأطباق الخذائية بنفس 
الطريقة إلى أوسأط غذائية جديدة تحتوي على التتراسايكلين (الشكل6-5) . 

وبعد حضانة الأوساط الغذاثية فأنه ستنمو فقط المستعمرأت غير الهجينة 
الحاوية على البلازميدات 3 التي مشلت في الخصول على قطع حامضص نووي غریب 
PBR 322 Amp letra‏ تما تفشا التتعمرات الهحينة فی ل سە چ 


ااا و ا و و غ ا اھا بت 
ذلك يتم الرجوع الى المستعمرات الأصلية الزروعة على وسط الأمبسلين لعزل 
المستعمرات الهجينة وتكشيرها . كمأ بمكن استخدام مورت مقأومة الأ ميسذر ن في هدا 
الناقل لإإأجراء عمليأت الهندسة الرس التتبيطى . 

ونتيجة للأهمية الكبيرة للبلازميذ 323 ۶۲8۴ فقذ تم إشتقاق العديد من 
البلازميدات منه لزيادة كفاءته وسعة استيعابه ودلك عن طريق إضافة مورثات مثل 
البلازميد۴8۸325 الذي يحتوي على مورث مقاومة الكلورمفينكول مضاف إلى 
المورثات الأخحرى والذي أمكن من خلاله استخذامه فى الغرس التشبيطى » أو 


n 
A 
ریا‎ 


الاشتقاق عن طريق حذف جزء من البلازميد 153 ۴۸ الذي اشتق بإزالة حوالي 
0 زوج قاعدي أو الحذف والإضافة كماهي الحال في البلازميدات ۲٣18‏ 
و۴09 الذين تم بناؤهما عن طريق حذف جزء واسع من البلازميد الأصلي وإضافة 
مورث 7 11٥‏ بصورة طبيعية أو ربطه بصورة متعاكسة . كماع اشتقاق العديد من 
البلازميدات الأخرى بصورة مختلفة . 


مستعمرة مقاومة للمضاد الحيوي 


(الشكل 6-5): طريقة نقل المستعمرات البكتيرية من أجل التمييز بين المستعمرات الهجينة من غير الهحينة 
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لا يقتصر استخدام طريقة الغرس التشبيطى على البلازميدات الحتوية على 
مورثات مقاومة المضادات الحيوية بل أيضا مع البلازميدات التي تحتوي على مورث 
التادرفيك PUCS‏ الذي يحتوي على مورٹث مقاومة الاقيسلن وآخحر یدعی 
با مورت 7 12٥‏ يشفر لجزء من أنزي البيتأجلاكتوسايديز ٥045ا‏ ةاج -8 . 


يحتوي هذا المورث على موقع مفرد للأنزم القاطع Bam Hi!‏ . أن نزي 
بيتاجلاکتوسايديز هو أحد الأ نزعات التى تقوم بتمشثيل سكر اللاكتوز ٥١٥ء11‏ الى 
جلوكوز وجلاكتوز . يشفر هذا الأتزم عادة من قبل المورث 77 ١1ا‏ الموجود في للادة 
الوراثية الخلوية لبکتريا القولون نادء .8 . إلاأن هناك بعض السلالات الطافرة من 
هذه البكتريا تفتقد الى جزء من هذا المورث يطلق عليه [4٤ Z2‏ ويشفر هذا المورث 
لlnduة a. -Peptide İl‏ التي هي جزء من الانزي بیتا - جلاکتوسايديز . 

لا تتمكن مشل هذه السلالة من تضيع الانزيم بيتا - جلاكتوسايديز الا عند 
وجود البلازميد ۴0٣8‏ إلذي يتلك الجزء المفقود من مورت البكتريا . 

لذلك فأنه عند هندسة البلازميد ۴0٤8‏ فأن قطعة الحامض النووي الغريبة 
ستستقر بين جانبي ألمورث 1٥7‏ بعد فتحه بواسطة الأنزي Bam H!‏ . ا الف 
عشوائية التحام قطع الحامض النووي الغريب فأنه سيكون لدينا خليط من البلازميد 
الهجين والبلازميد الطبيعي وعند نقلها إلى بكتيريا القولون ااوت.ع فأنه يتطلب منا 
واو ك ت 
الطبيعي . يتم ذلك بزراعة البكيترا على وسط غذائي يحتوي على الامبسلين 
وتحضن البكتيريا حتى ظهور المستعمرأت ثم تجرى فحوصات على الملستعمرات 
لقياس نشاط أنزيم بيتا - جلاكتوسايديز . إن المستعمرات التي تحتوي على البلازميد 
الهجين ستكون مقاومة للامبسلين لكتها غير قادرة على إتتاج الأنزم . 


ا 
A‏ 


Hind IH 
کے‎ 1 


,ACCL, Hinc II‏ کي 
E. e BamH!‏ قاف 
Smal, Xmal‏ 
Eco RI‏ کک n‏ الإ Amp‏ 


مواقع قطع الانزعات الموجودة ذ في المورٹ LacZ‏ . 


(شكل 7-5): البلازميد ۴0٣8‏ الذي يحتوي على مورث مقاومة الأمبسلين ومورث 14٥ Zz‏ 
الذي يشفر لجزء من آنزيم البيتاجلاكتو سايديز. يحتوي مورث 1٥٥‏ على مجموعة من 
مواقع القطع المفردة لعدد كبير من أنزيمات القطع. 


حیيث يتم تابط المورث 1.4٥7‏ بواسطة دطعة الخحامض النووي الغريب 
المهندسة . أما المستعمرات التى تحتوي على البلازميذ الطبيعى غيرالهجين فتكون 
مقاومة للأمبسلين وقادره على إنتاج الأنزي بيتا - جلاكتوسايديز (الشكل8-5 ) 
E -4- chloro- 3- el -B- D- e E xal‏ 6 ا 
اظ أنزم ا او وسا ی اد يقوم هذا الأنزم في حالة وجوده بتحطيم المركب 
ا-× وتلوین الحلول باللون الأزرق الغامق . لذلك فأنه يضاف محلول المر كب اھع-× 
مع أحد الحفزات الأنزعية مثل 1۴۲6 .(عل1يه0اء 4(aع10طا-ارما0pء1)‏ الى الوسط 
الزرعي الذي تنمو عليه المستعمرأت البكتيرية وستصطغ المستعمرا ت التي تحتوي 
على البلازميد غير الهجين باللون الأزرق بينما تبقى اللستعمرات أخاوية على 
البلازميدات المهندسة (الهجينة) دون أصطباع وباللون الأبيص . كما مكن إضا 
مركب اهع-× والحفز الأنزمیى 1۴۲6 إلى الوسط الزرعى أثناء تحضير الأوساط 
(الشكل9-5) . 


Amp CN 
P0 €8 بلازمید‎ ) Lac z 
سح‎ 
N الأنريات القاطعة التي يتوفر لها‎ 
Amp . 14٥ 7 موقع قطع في المورث‎ 
کح‎ 


Amp 


نقل البلازميدات الى بكتيرياً القولون اإ0ن.£ وزراعتها على 


قياس نشاط أنزي بيتا جلاكتوسايديز في مستعمرات البكتيريا 
للبحث عن البكتيريا الحاوية على البلازميد المهندسة وراثيا . 


(الشكل8-5) : استراتيجية الهندسة بالغرس التثبيطي للبلازميد .۴0٣°8‏ تؤدي الهندسة إلى 
غرس قطعة الحامض النووي الغريبة بين جنبات المورث 11٥7‏ مما يؤدي إلى إتلافه وفقدانه 


قدرته على التعبير عن نفسه وعدم بناء آنزیم بیتاجلاکتوسایديز 
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البلازميد ۴1٥8‏ الُهند س وراثا Amp"‏ 


البلازميد ۴1٥۸‏ الطبيعي 
فشل فى الهندسة 


Lac 7Z 


نقل البلازميدات الى بكتيريا القولون إادن. وزراعدها 
على وسط غذ ائي ي»حتوي ألشسية الكيمياني لسكر 
اللاكتوز أaع-X‏ والحفر الكيميائي IPTG‏ . 


ا 


تو ا د چ 2 اهر راء الان او 
نشاط أنزيي نتبة تلف المورث 1 نشاط لانري البيتاجلاكتوز . 
ESEN EASA‏ حصول الهند سة © (حتوي على السلازمسيسد 


نداس ورا 


(الشكل 9-5 استخدام الشبيه الكيميائي لسكر اللاكتوز أ23-× والمحفز ۲16[ لانتقاء 
وتمييز البلازميدات الهجينة المهندسة وراثيا. 
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ثانياً: الغرس بدون تثبيط أو الغرس الطبيعي 

وهر أسلوب محدود مقارنة بالطريقة يقة السابقة . تستحدم في هله الطريقة 
بلازمیدات دأرت صفة أنتقائية وأحدة في الغالب مقاومة مضصاد حيوي معن . ويأتي 
استخدامها على نطاق ضيق في کونها غير ملائمة لعظم تجارب اأ اهندسة الوراثية 
لكنها حیده ¡ بالنسبة لهندسة مورثات يؤدي وجودها ای اتا صفة لون معن أو 
اخحتلاف في شكل الزرعة البكتيرية مقارنة مع لونها أو شكلها بوجود بلازميدات غير 
هحينة . کن بواسطة هله الطريقة استخذام جمیع أنواع البلازميدات الصغيرة دات 
الصفة الانتقائية المغردة ی هذا النوع من هندسة المورثأات 1 ویک ييز الستعمرات 
الحاوية على البلازميدات الهحينة باسىتىخحدام طرق الفحص البصري أو استخدام 
اف کا 0 

کما ا اا يلا زمیدات دات صفة انتقاتىة مفردة مثا 5 Es‏ 
النووي الغريب ف موقع بعيدا أ ع ¿ المورث لاتتقا تنقل ل البلازميدات بعدها ا 
اتترا . وتنمى لیکتیي يأ على وسط عغذائي صذب يحتوي عل ی الامبسلىن 

تؤحذ بعذدها مستعمرأات عشوائية وتنمي بشکل منفرد في أوساط غذائية سائلة 
لمدة 24 ساعة . يؤخذ أسمة من كل زرع وينتقل بشكل مستقل ومنفرد الى مرق 
5005) يتم بعدها استخلاص البلازميدات من كل ررع . ترحل غاذج الحامض 
النووي الىلاميدي يشکل مستقال مع حامصس ووي دلیل Marker‏ عر الهلام ومن 
ثم تحليل النتائج بعد صباغة الهلام بالاثيديوم برومأيد والأشعة فوق اة 
وبمقارنة الأوزان الجزيئنية لبمادج الا فدات ا e EE‏ اجن ٠معرفة‏ 
البلازميدات ر الهجينة حث تکون أثقل ھں البالا زمیدات ا الهحينة التي تسبقی في 
CES E CT e‏ 
غير هجين ويمكن معرفة البلازميدات الهجينة عبر وجود قطعة حامض نووي إضافية 
في خريطتها الأ نزيمية 
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بلازميد عير هجين بلازميد هجين 


نقل البلازميدات الى البكتريا المضيقة وزراعتها على وسط 
زرعي أعتيادي دة 46-24 ساعة 


(الشكل0-5 |) : استراتيجية الغرس بدون تثبيط حيث لا تؤدي الهندسة الوراثية إلى تدمير 
أو تلف مورت معبن. ویمکن نمييز مستعمرات البكتيريا الحاوية على البلازميدات الهحينة 
من شكل المستعمرات أو لونها 
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e Amp" تة ان‎ 
0َ ٣ 


بلازمید هجن بللازمید عير هجین 


نقل البلازميدات إلى البکتريا ااهء. وزراعتهاأ على وسط غذائي يحتوي على 
الأمبسلين وحضانتها لمدة 48-24 ساعة بدرجة حرارة 37.5 . 


مستعمرأات البكتريا 


رر) 
دا 


4 5 
استخلاص البلازميدأات من كل مستعمرة 
بصورة مستقلة 


سے بے البلازميدات الطبيعية 
البلازميدات الهجينة 
= و چ 


(الشكل5-| |): استراتيجية الغرس يدون تثبيط باستخدام بلازميد ذي صفة انتقائية 
واحدة واستخدام الهحرة الكهربائية عبر هلام الاجاروز لانتقاء وتمييزالبلازميدات 
الهجينه. 


إ6 


العاثیات أو البکتيريlIhgج Bacteriophages‏ 

اف ادات كد ا غو داك اد ت الع اتات احا م دات 
معيشة تطفلية إجبارية بينما لا تمشل البلازميدات مثل ذلك . كما تحاط العاثيات 
بأغلفة بروتينية تستقر بداخل الحامض النووي (N4‏ . يتراوح حجم الحامض النووي 
العاثى من 50-6 كيلو قاعدة . كما تختلف العاثيات فى أنها لا تستقر داخحل خلايا 
الفا ر نادو ال خاد الا عه ره ا م ا امار تضاف 
كما هى الحال فى العاثى M13‏ إلا أنها جميعاً تغادر الخلايا المصابة بصورة أو أخحرى 
ا ا ا استقراره داخل الخلایا حتی وان ازداد عدد نسخه ولا 
ينتقل إلا في حالة الاقتران . 

تفضل العاثيات فى الهندسة الوراثية لانها تتمكن من استيعاب 25-15 كيلو 
قاعدة وهو أكثر قدرة 0 تا الى أربع مرات من قدرة استيعاب البلازميد دون 
أضرار . كما تفضل العاثيات لتوفر الحامض النووي الخاص بها وكذلك بروتيناتها 
بشكل منفصل ويكن تخليق العاثي مختبرياً من خلال مزج الحامض النووي مع 
البروتين بطريقة تدعى بالتعبئة الحياتية 18 81عpack2 In vitor‏ . 

وعلى الرغم من أن هناك حرية أقل في تحوير الحامض النووي للعأثيات مقارنة 
بالبلازميدات وذلك لوجود العديد من المورثات الضرورية للتضاعف والتي لا يكن 
إزالتها إلا أن كفاءة الهندسة الوراثية باستخدام العاثيات يبقى عالياً حيث يكن 
ا لحصول على كمية كبيرة من العاثيات الهجينة (المهندسة وراثياً) من المايكروغرام 
الواحد(ع") من أخحامض النووي مقارنة مع كفاءة البلازميدأت . تعتبر العاثيات 
احدی مجامیع الرواشح وتنتمي إلى مجموعتي الروأشح المعقدة والمتحلرنة ×>عأمmص C0‏ 
and Helical viruses‏ . فالعاثي لامىدا ۸ 1.2 ينتمي إلى مجموعة الرواشح 
لمعقدة . إذ يتألف من رأس عديد الأضلاع وذيل وملحقات أخرى تتألف جميعا من 
وحدات بروتينية خاصة ويستقر الحامض النووي 0١4‏ المزدوج الذي يبلغ حجمه 
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حوالي 49 كيلو قاعدة في رأس العاثي . يتمكن العاثي من دخول البكتيريا عن طريق 
استقراره بواسطة الأشواك الموجودة في نهاية منطقة الذيل على سطح الخلية . يقوم 
بعدها بحقن مادته الوراثية إلى سايتوبلازم الخلية (الشكل12-5 ) . 

أما العاثي 113 فينتمي الى مجموعة الرواشح المتحلزنة الخيطية ويتصف 
بشكله العصوي وتتميز بروتيناته الغلافية بأنها على هيئة أسطوانة مجوفة يستقر 
بداخلها حامض نووي 0×4 مفرد الخيط يبلغ حجمه حوالي 6.4 كيلو قاعدة 
ويترتب بهيئة اللولب . 

يتمكن هذا العاثي من إصابة البكتيريا عن طريق تحفيز جدارها الخارجي 
کون نرب a‏ 5 يتم من خلاله حقن مادته الوراثية ت 
السايتوبلازم (الشكل 13-5) . 

تعتبر أغلب العاثيات أيبوسومات حيث تتمكن من الالتحام مع الحامض 
النووي 04 الخلوي للبكتيريا نظراً لاحتوائها على ترددات الاندماج أو العناصر 
الانتقالية وتسلك فى ذلك سلوك بلازميدات الخصوبة sل1"‏ ۴-۴15 . العاثیات ذابت 
أعبية بارلرجة عاص دما سدم فى الان الهخدسة الرراية وباد رك 
المورثات وغيرها . ويمكن تييز نوعين من العاثيات اعتمادا على طبيعة الحامض 
النووي . فهناك عاثيات مزدوجة الحامض النووي 5N۸‏ كالعاثي لامہدا وعائیات 
مفردة الحامض النووي 4( كالعاثي 113 . كما يكن تييز ثلاثة أنواع من دورات 
تضاعف العاثيات . 
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المادة الوراثية 5۸ 


N 


الالياف الذيلية 
Tail fibers‏ 
جدار خلية البكتريا 
E a‏ 
ب- آلية حقن العاثي لامبدا حح الامض النووي الخاصض 
لمادته الوراثية فى خلية البكتريا بالعائي لامبدا 


موقع المورثات المشفرة لبروتينات )7 
تحليل المضيف موقع المورثات المسؤولة عن 


a‏ مواقع المورثات مشغلة ومحفزة ومنظمة 


موقع المورثات المشفرة لبروتينات الرأس ا المورثات المشفرة لبروتينات الذيل 


ح- خريطة لمواقع المورثات المهمة في الحامض النووي 5×۸ 


(الشكل 12-5 ٠)‏ تخطيط للعاثي لامبدا وآهم المورثات الموجودة في مادته الوراثية. 
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البروز الا نبوبي 


وس 
ر جار اة البكنيرة 


ب- آلية حقن للعاثى 113 لادته الوراثية فى البكتريا 


4 نه بداية التضاعف !۲© 


: E المورٹات‎ 


oO CO < 


ج- خريطة تخطيطية لمواقع مورثات الحامض النووي للعاثي 113 . 


(الشكل3-5 1 ) : تخطيط للعاثي 3 |1 وخريطته الوراثية 
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فهناك العائيات الحللة sءعة١م‏ ٥ار[‏ والتى لا تستغرق دورتها فى الخلية سوى 
أقل من عشرين دقيقة . تطلق بعدها جيلاً من العاثييات التي تقوم بتحليل جدار 
الخلية البكتيرية . تتميز هذه العاثيات في أنها تهيئ بروتينات اغلفتها (الكابسيد 
4كمهع) مباشرة بعد تضاعف المادة الوراثية فى كل مرة . كما أن العاثيات الحديدة 
لاتتمكن من الاستقرار داخل العائل أبداً بل تغادره مباشرة بعد تعبئتها فى الأغلفة . 
يتم تضاعف المادة الوراثية لها دون الالتحام مع الادة الوراثية للبكتيريا حيت يتحول 
الشكل الخيطى للمادة الوراثية الخاصة بالعاثى داخل خلية البكتيريا الى الشكل 
الحلقي عن ا استخدام النهايات اللزجة Cohesive ends‏ لزدوج الحامض 
النووي . إذ تحتوي كل نهاية منه على ترددات من القواعد النايتروجينية المتممة 
للأخرى (الشكل14-5 ) . يتضاعف بعدها الحامض النووي بطريقة التضاعف شبه 
الحافظ . إذ يبدأ التضاعف عن طريق شوكة تضاعف ناشئة عن انفصال خيطى الحلقة 
الرفوة الاق اوري في تة وا دة ى باه اة افرط ام رر 
جديده استنادا إلى قالب المادة الوراثية الأصلية . 


GTATCCG 


a 


Opp O00 


GTATCCG 


CATAGOGC 


(الشكل14-5) : النهايات اللزجة 0K05‏ في العاثي لا مبدا التي تساهم في وجوده بهيئشة 
خيطية أو حلقيه. 
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ذلك إلى موت 


الخلايا المضيفة 


وی 


._- 


عف مع انقسام الخلية وينفصل بعد ذلك ويغادر الخلايا أو يعيد اصابتها ولا يؤدي 


الخلد 


2 


بصورة مستقله عن المادة | 
. ك بيد 


(الشكل15-5) : دورتا تضا 
تلتحم المادة الوراثية للعاثي مع المادة الوراثية الح 


يه 


كعاث أولي 


اثية الخلوية في الدورة المحللة كما يؤدي التة 


امف الى تحلل 


7 


عف العاثى لاميدا. يلاحظ ان المادة | 


اثية للعاثي 


تتضاأاعة 


0 
ا 


| الدورة التحليلية 
O 0‏ 1 
Lysogenic‏ 
انقسام الخلية المصابة cycle‏ 
وتضاعف الحامض 
نووي للعاڻي 1G‏ 
التحام الحامض النووي للعاثي م 
الحامض النووي للبكتريا 


الدورة الحللة 


Lytic cycle 


°0 


ٿي فقط . 


QQ 
و‎ 


£ 
AD. 4‏ 
تحلل جدار الخلية وتحرر 
الاجيال الحسديدة من 
العائثيات 


تعبئة الحامض النووي 


وتوليد العاثيات الكاملة 


وبعد إتقام التضاعف تنفصل أزواج أشرطة المادة الوراثية ثم تتحول إلى الشكل 
الخيطى عن طريق فتح الحلقة من منطقة التحام النهايات اللزجة ليتم تعبشتها 
بالاغلفة البروتينية وثم تخرج الأجيال الجديدة بعد أن تقوم بتدمير جدار البكتيريا 
المضصيفة (الشكل15-5) . 

ويذكر أن هذه العاثيات تقوم باستخدام أحذ مورثاتها الذي يرمز له بالمورث ۸ 
والذي يشفر لأ نزي القطع الذي يقوم بفتح حلقات المادة الوراثية بعد الانتهاء من 
التضأعف . 

ما النوع الثاني من دورات التضاعف فهو الدورة الانحلالية 1٥02ءا‏ 
عاءرء . تختلف هذه الدورة عن الدورة السابقة فى أن المادة الوراثية )([×N4(‏ للعاثيات 
N NE TELL RE‏ 
العاثيات تلتحم مع المادة الوراثية للخلية المصابة عندما تكون بالشكل الخيطي وذلك 
لامتلاكها القدرة على التصرف كأيبوسومات . تدعى هذه بالعاثيات الابتدائية أو 
الأولية >ععةآمه۴۲ وتمر بعذدها بفترة كمون ١٥٥5ءا‏ ولا عكن عندها تمييز البكتيريا 
الملصابة عن غيرالمصابة حيث يتوقف نشاط العاثي !لابتدائي نهائيا فيما عدا إنتاح 
البروتين الكابت الذي يحافظ على حالة الكمون . وبين الحين والاخر ينفصل العاثي 
الابتدائى من المادة الوراثية الخلوية ويبدأً مضاعفة نفسه كعاث محلل ععهام ارا 
(شكل 5-15 ) . وير العاثي لا مبدا في كلا دورتي التضاعف هذه . 

أما العاثي 113 فتمثل دورته التضاعفية النوع الثالث حيث لا يحتاجه 
تفصاعفه للاندماج مع المأدة الوراثية الخلوية للبكتيريا ء كمأ أن العاثو که ن 
دخوله للمضيف كما هى الحال فى الدورة الأنحلالية ١‏ إضافة إلى أن الأجيال 
الحديدة منه تخحرح E‏ لا تؤدى إلى قتل ألخنية البكتيرءة وداد تى خلايا 
الصابة تنتج بأستمرار أجيالا جديدة من العاثي (شكل۱6-5) . 
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شکل التضاعف R۴‏ الماده الوراثية للعاثى 13× 


8 
08 


انفصال الأشرطة تضاعف الحلقة الموجبة لانتاج 
لإنتاج جيل جديد مزدوج التضاعف أو شكل 


Replication foټ91m التضاعف‎ 


O0 Oo | @ 
00| ©5 ©© 


انتاج أشكال تضاعف أنفصال الاشرطة لانتاج خروج العاثيات من 
جديدة أجيال جديدة الخلية دون الاضرار بها 


© © 


الماده الوراثية 


اللوي 


(الشكل16-5 ) : دورة التضاعف الخاصة بالعاثي N13‏ ويلاحظ استقلال تضاعف العاثي 
عن المضيف وكذلك إمكانية وجود العاثي بهيئة حلقة مزدوجة أو مفردة وهو مهم جدا في 
الهندسة الوراشية. 
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العاثيات كنواقل في الهندسة الوراثية 

تعتبر العاثيات من النواقل المناسبة للهندسة الوراثية لسهولة التعامل معها 
وسرعة تضاعفها واحتوائها على مواقع مفردة للعديد من الأ نزيات القاطعة . إضافة 
إلى سهولة تربيتها واستخلاصها . وتتقارب في ميزاتها هذه من ميزات البلازميدات . 
ويعتبر العاثي لامبدا من أهم العاثيات المستخدمة فى الهندسة الوراثية . وتكمن 
أهميته ليس بصورته الطبيعية بل بالمشتقات العديدة له . بينما يعتبر العاثي 13× 
من أهم النواقل الملستخدمة فى قراءة ترددات الأحماض النووية 0×4 . هذا 
بالإضافة إلى معرفة كامل خرائطهما الوراثية والانزيية . 
هتدسهة العحاثيات 

يتم استخدام العاثيات كنواقل فى الهندسة الوراثية بطرق مشابهة لتلك التى 


تحدثنا عنها فى هندسة البلازميدات وهى الغرس التشبيطى والغرس دون تثبيط أو 
الخرس الطبيعي . 


أولا: الغرس التثبيطي 
وهي نفس الطريقة المستخدمة في هندسة البلازميدات حيث يتم غرس قطعة 
الحامضص النووي ے۸4 الغریب فى داخحل مورث يحمل صفة انتقائية حيث يؤدي 
ذلك إلى تشبيط هذه الصفة ويتم تييز المضائف الحاوية على العاثيات الهجينة اعتمادا 
فمثلاً معظم عاثيات 113 وبعض العاثيات المشتقة من لامبدا تحتوي على 
امورث 14١7‏ الذي تم الحديث عله سابقاً . 


إن هة قطعة حامفن روئ رة فى دال عدا الررت دى إلى رقف 

تصنيع أنزي البيتاجلاكتوسايديز . ومكن تيز العاثيات الهجينة عن الطبيعية عن 

طريق زراعة البكتيريا المصابة بالعاثيات على وسط زرعى مقوى بالمادة 241-× حيث 

تصطبغ بقع العاثيات غير الهجينة باللون الأزرق الخامق بينما تبقى بقع العاثيات 

الهجينة شفافة أو غير مصبوغة . كما تستخدم نفس الطريقة في العاثي لامبدا شارون 
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6 الحاوية على نفس المورث . أما في العاثي لامبدا °1 فأن الغرس التشبيطى يتم 
داخل المورث ٤1‏ الذي يؤدي الى تغبيط هذا المورث ويمكن التمييز بين العاثيات 
الهجينة عن غير الهجينة مظهريا حيث تظهر بقع العاثيات غير الهجينة عكرة المظهر 
4ا بینما تظهر بقع العاثيات الهجينة رائقة 2ا٣‏ (الشكل17-5) . 


ثانيا: الخرس بدون تثبيط او الغخرس الطبيعي 

یتم الغرس في هذه الطريعة دون إذاء مورثات الناقل ويتم التعرف على العاثيات 
الهجينة بأساليب أخرى . فمثلا العاثى لامبدا لا يتمكن من إصابة بكتيريا القولون 
ناه.E‏ طالما احتوت المادة الوراثية للبكتيريا على بلازمید مندمج یدعی ب ۴2 ویرمز 
لهذه العاثیات ب $۲1۳ . لقد تم تحوير مثل هذه العاثيات بحيث إنه عند هندسة قطعة 
حامض نووي غريبة فيها فأنها تتحول الى 5۴1 ولذلك فأن العاثيات الهجينة 
ستتمكن من إصابة البكتيريا الحاوية على البلازميد ۶2 بينما لا تتمكن من ذلك 
العاثيات غير الهجينة . وعادة ما تستخحدم هذه البكتيريا عند استخدام مثل هذه 
النواقل (الشكل 18-5) . 

كما تستخدم طريقة أخرى لتمييز العاثيات الهجينة اعتماداً على حجم المادة 
الوراثية للعاثى حيث إن معظم العاثيات المشتقة من العاثى لامبدا تفتقد إلى قطعة 
حامض نووي بحجم 37 كيلو قاعدة ولا تتمكن هذه العاثيات من إعطاء عاثيات 
ناضجة عند التحام أذرعها سوية أو مع قطع حامض نووي غريب ذي حجم أقل من 
7 كيلو قاعدة . ولكن يكن الحصول على عاثيات ناضجة فقط عند هندسة قطع 
حامض نووي لا يقل حجمها عن 37 ولا يزيد عن 32 كيلو قاعدة . ولذلك فعند 
هندسة هذه العاثيات فانه يمكن تمييز العاثيات الهجينة (ذات القطع52-37 كيلو 
قاعدة) عن غير الهجينة من النمو . فعند زراعة البكتيريا المصابة بالعاثيات فأن 
العاثيات غير الهجينة ستفشل في النمو بينما ستنمو العاثيات الهجينة (ويمكن 
ملاحظة ذلك من تحلل البكتيريا فالبكتيريا غير المتحللة نتيجة عدم غو العاثيات تبدو 
كمستعمرات بكتيرية واضحة بينما تتحلل مستعمرات البكتيريا المصابة بالعاثيات 
اج٠‏ 
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المورٹ آ٣‏ 


قطءع الحامض النووى 
ا 4 فة شان ي لا 
النووي بواسطة أحد 


© الانزمات القاطعة 
الهجين 
Cy‏ 


أصابة البكتيريا أاهء. 8 بالعاثيات وتنمية البكتيريا على 
وسط غذاثى لمدة 48-24 ساعة . 
بقع العاثيات الهمجينة 


الرائقة المظهر Clear‏ 


بقع العاثيات غير الهجينة 
لح عكرة المظھر dاطTur‏ 


(شكل17-5 ) : ستراتيجية الغرس التثبيطي في العاثي لامبدا [). ويلاحظ بأن قطعة 
الحامض النووي الغريبة تقع بين جنبات المورث آ٣‏ مما يؤدي إلى اتلافه وتوقفه عن التعبير 
وتظهر مستعمرات العاثيات الهحينة رائقة المظهر بينما تظهر مستعمرات العاثيات غير 
الهحينة عكرة المظهر 
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OE 


: \ 
قطع حامض العاثي لامبدا 
SA‏ بعد تكسيرها بالانزي القاطع 


الرائدةوالشى مغل 
القطعة المستبدلة فى 
العاثي 


أصابة بكتيرياً القولون ا0٤‏ سلاله S۴1‏ 
وتنمية البكتيريا على وسط غذائى لدة 48-24 
ساعة . 


مستعمرات العاثيات الهجينة 


(الشكل8-5|): ستراتيجية استخدام بكتيريا القولون سلالة أ5 لتنمية العاثيات الهجينة 
حیث لا تتمكن العاثيات غير الهجينة من إصابة البكتيريا بسبب التحام البلازميد ۲2 مع 
المادة الوراثية الخلوية 
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كما يحدث الغرس دون تثبيط واستخلاص العاثيات الهجينة بنفس الطريقة 
التي تم الحديث عنها في البلازميدات والاختلاف الوحيد هو في محاليل استخلاص 
اللامفن اتروئ الها . (لاحظ القصزل القادمة خرن خلت . 


عاثیات بکتیریا القولون ااهء.2 كنواقل للهندسة الوراخية 


العاثيات مزدوجة شريط الحامض النووي 5۸N۸4‏ 
. العائي لامىدا ۸ 


وهو أحد الرواشح الكبيرة ة الحجم والمعقدة ة .إذ يبلغ حجم جينومه حوالي ا 
قأعدة ویيحتوي على العديد من الورثات السؤولة عن التضاعف وبناء البروتينات 

تأتى أهمية هذا العاثى ليست فى صرورته الطبيعية بل فى المشتقات العديدة له 
حیث بناء العديد من العاثيات عن طریق ویره : ونظرا لاحتواء الصورة الطبيعية 
للعاثي على العديد من المواقع الخاصة بالا نزعات القاطعة فأنه من الصعوبة استخدامه 

فى الهندسة الورائية ةه ومع ذلك فأنه ف أستخدذامه في هندذسة قطع حامض نووي 

DNA‏ صعغيرة ة الحجم ولا تتجاوز 3 كيلو قاعدة م وجود صعوبات في استحااصه 
(الشكل ۱2-5 ) 
مشتصات العاثي مىدا 

الشتقات هى عاثيات غير طبيعية يتم إنتاجها مختبرياً باستخدام طرق الهندسة 
الوراثية . أذ تتم إزالة قطع عير صرورية من الحامض النووي الخاص بالعاڻي وجعله 
من هذا العائی اراقع المتكررة ا الأنزعات القاطعة حيث م التخلص من عدذد 
من هذه لمواقع وإتتاج عاثیات ذات مواقع مفردة لأ نزات القطح 2 على مواقح 
مورثات التضاعف وإنتاج البروتينات ما جعل العمل مع هذه العاثيات أسهل بكثير 
س العاثى الطبيعى . 
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وقد تمت إزالة حوالي 18 كيلو قاعدة من العاثي الأصلي مع الحفاظ على قابلية 
إصابته وتضاعفه وبذلك ت رفع كفاءة الهندسة فيه إلى حوالي 15 كيلو قاعدة مقارنة 
مع 3 كيلو قاعدة من العاثي الطبيعي . إلا أن معظم العاثيات المشتقة فقدت عددا من 
المورثات الضرورية لالتحامها مع الماده الوراثية الخلوية لذلك فأن المشتقات الجديدة لا 
تتمكن من دخول الدورة الانحلالية وتسلك كعاثيات محللة . كما استهدف العمل 
مح العاثي الطبيعي توفیر مواقع مفردة لأ نزات قاطعة جديدة جعل العمل آ کن بسا 
وسهولة . ويذكر بأن المادة الوراثية للعاثي الطبيعي تحتوي على سنة مواقع قطع للانزيم 
1 وخمسة مواقع قطع للانزي #1 84۳ وموقعين خاصين بالانزي 1 اه5 إضافة 
إلى عدد آخر من المواقع الخاصة بأنزيات أخرى . يتم التخلص من المواقع المتكررة 
الزائدة ا لحاصة بأنزعات القطع باستخدام طرق التطفير خارج الخلايا In vitro‏ 
gÎ mutagenesis‏ الانتخاب الطبيعي . ففي التطفير خارج الخلايا يتم تغيير قاعدة 
نايتروجينية واحدة داخحل موقع القطع بحيث يصبح و یر نافع للانزي القاطع . 
فمثلاً في حالة التخلص من موقع للانزيم 1 Bam‏ فأن التردد الملستهدف 6 
E GATCC‏ أن يصبح G٣٣‏ 6 بإحلال الثايمين بدلا من الأدنن أو تغيير أية 
مت التردد لفن الخرض . كا كن فتح مواقع الانزي عن طريق معاملة 
المادة ا بالانزيم نفسه ثم تعزل القطع الناتجة وتعامل بأحد انزيات النيوكلييز 
الخارجي Exons‏ حیت تتم إزالة قاعدة نايتروجينية من نهايات القطع ثم 
يتم لحام القطع مرة أخرى وهكذا يتم التخلص من مواقع الأنزي » كما يكن غرس 
قطعة حامض نووي صناعية قصيرة جدا ٤لا‏ 0ء1« هعا© في موقع قطع الأنزي 
بعد فتحه ثم إعادة اللحام حيث يؤدي ذلك إلى ضياع موقع قطع الأ نزي 
(الشکل۱9-5) . 
أما استخدام الانتخاب الطبيعي فيعتمد على عزل سلالات من العاثيات ذات 
الطفرة الوراثية في موقع واحد أو أكثر من مواقع قطع الأنزيات . ويتم تصفية العاثيات 
الطافرة بإصابة بكتيريا القولون بالعاثيات وحيث إن هذه البكتيريا تمتلك العديد من 
أنزعات القطع فأنها ستعمل على تدمير العاثيات التي تمتلك مواقع قطع لانزياتها 
بينما تبقى العاثيات الطافرة دون ضرر . وبعزل هذه الأفراد وتكرار الإصابة فأنه من 
الممكن الحصول على عاثيات فاقدة للعديد من مواقع القطع الأ نزيمية . 
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E 
Eco Rl 


Eco RI 


معاملته بأحد أنزعات النيوكلييز الخارجى 


إزالة نيوكليوتيد : 
€> إزالة نيوكليوتيد 


ګګ الموقع السابق لأنزم القطع ۸1 5-٥‏ وأصبح غير صالح 
لفقدانه التردد المناسب . 


أ- تغيير تردد موقع قطع أنزم عن طريق استخدام أنزعات النيوكلييز الخارجية . 


Eco RI موقع قطع لانزم‎ 1 
Eco RI] 


الموقع السابق لانزيم القطعم |۸ 8-0 وأصبح غير 
صالح لفقد انه التردد المناسب . 


ب-تغییر تردد موقع قطع أنزيم عن طريق استخدام قطعه حامضص نووي قصیره . 


(الشكل19-5 ) : بعض الطرق المستخدمة في التطفير خارج الخلايا. 
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العاثي شارون 164 164 Charon‏ 

أحد مشتقات العاثي لامبدا والذي يستخدم كناقل غرس تئبيطي . اشتق هذا 
العاثي عن طريق إزالة المنطقة المركزية من الحامض النووي للعاثي لا مبدا والتي يبلغ 
حجمها حوالى 18 كيلو قاعدة وأضيف بدلها المورث 7 1.1٥‏ الذي يحتوي على موقع 
فرید للأنزم EcoR]‏ . 

يستوعب هذا الناقل قطعا من الحامض النووي الغريب بحجم يتراوح بين 
۱5-0 كيلو قاعدة وتغرس هذه القطع بين جنبات المورث 7 14٥‏ بعد قطعه بالا نزم 
E1‏ . يتم التعرف على العاثيات الهجينة باستخدام الشبيه الكيميائي اهع-× 


حسب ما تم شرحه سابقاً (الشكل 9-5) . 

العاثي لامبداأ 607 NM‏ 

على موقع مفرد للأنزي القاطع 1١0۸ء‏ . لهذا السبب فهو من نواقل الخرس التثبيطي . 
يستو عب هذا الناقل قطعا من الحامض النووي الغريب جوم يتراوح بن 15-9 کیلو 
قاعدة . 

الأنزڪ EcoRI‏ ویتم تمييز العاتيات الهجينة عن طريق اللون الرائق للمستعمرات 
البكتيرية (الشكل17-5) . 


العاثيات EM8L4‏ و EMBLS‏ 
نواقل استبدال تم اشتقاقها عن طريق قطع المنطقة المركزية للعاثي لامہدا ثم ربط 
نهايات القطعة المركزية بتوصيلات كإهامةل 4 أو روابط ١إe)ہا1‏ (التوصيلات 
والروابط ترددات صغيرة الحجم تحتوي على موقع فريد لأكثر من أنزيم قاطع) . تحتوي 
روابط القطعة المركزية في هذه العاثيات المشتقة على مواقع فريدة لثلاثة من أنزعات 
القطع و هي EcoR|‏ و BamH1‏ وSa11‏ . وکن عن طريق هذه المواقع قطع الحامض 
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النووي للعاثى إلى ثلاثة أجزاء هى الطرف الأين والطرف الأيسر والمنطقة المركزية 
ويكن غرس قطع الحامض لوي الغريب بدلا من القطعة المركزية (الشكل20-5) . 
ویکن لها e‏ ال قق E e‏ 
ا قطم ا النووي و مح الأجزاء ا ویضاف أ ا 
والبقر الخاص ذلك وا الخرين یحصل بصوره عشوأئية حیث تلتحم بعص فطع 
الحامض النووي الخغريب مع أذرع العاثي لإنتاج عاثيات هجينة . كما يحصل أن يعاد 
التحام القطعة المركزية في موقعها بين الأذرع لإنتاج عاثيات غير هجينة ويمكن تييزها 
عن طریق استخلاص الحامضص النووي لھا بعد الإصاية وتحليله بواسطة الهجرة 
الكهربائية والقطع بواسطة الأ نزمات القاطعة . ولأجل الحصول على كفاءة هندسة 
السيزيوم أو القاعدة واستخدام الأذرع فقط والتخلص من القطعة الوسطية . 
هلام الاجاروز ثم عزل مواقع الأذرع فقط (الاشكال 21-5 و 22-5 و 23-5) . 

ومكن تييز العاثيات الهجينة أيضاً عن طريق إصابة بكتيريا القولون زا.٤‏ 
سلالة 322 الحاوية على البلازميد۲2 . 


إذ تتمكن العاتيات الهجينة فقط من النمو . 
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Sal 1 Sal | 


Eco Ri Bam HI 
Bam Hi! 

اتمه 0 
1 ج الذراء ! يسر 

الذراع الاين - ا 

2 جا ا 2 و ا 
OR »‏ 
2IKb 7 u < KR‏ 
Kb, “‏ 14 ر 
E ١‏ ⁄ 
x N‏ اش ⁄/ 
e ۹‏ ر 

0 20 ا 2 قطعة الرابط 

E X۹‏ کش ر 
o‏ ر 7 Polylinker‏ 

Sau 3A e‏ کم 
x‏ ا ر ⁄ 

2 OS 
َل‎ E 
4--OGOGTCGACGGATCCGGOGAATTCCC---- 

Sal 1 EcoR i 


Barı Hl 


(الشكل20-5) : الناقل 814 EM‏ المؤلف من ثلاث قطع وهي الطرف الأيمن والأيسروالمنطقة 
المركزية ويلاحظ موقع الروابط الموصولة في نهايات القطعة المركزية. تعطي هذه الروابط 
حرية اختيارأكثر من آنزيم قاطع واحد في الهندسة 
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قطع العاڻي 814 ٤M‏ قطع الحامض النووي 
2 الغريب 


العائي الهجين 


إصابة البکتیریا آاهء.8 وتنميتها على وسط 


غذائى لماة 48-24 ساعة . ٹم تحلیل العائيات 
لأجل تشخحيص العاثيات الهجينة 


(الشكل21-5): ستراتيجية الهندسة الوراثية باستخدام الناقل E1814‏ المشتق من العاثي 
لامبدا ويلاحظ حصول الغرس بالاحلال أو الاستبدال حيث تغرس القطعة الغريية بدلا من 
المنطقة المركزية للناقل 


i 80 


9۲ الذراع اليمنى 
a‏ 


_14K‏ القطعه المركزية 


٨9‏ الذراع اليسرى 


فصل قطع العاثي 11814 بواسطة الطرد 
المركزي الفائق بوجود ملح 


فصل الذراع الاي٧ن‏ والايسر بواسطة الحقن الطبية 
وتجميعها في أنبوبة واحدة 


تنقية الاذرع (لاحظ طرق التنقية والأاستخلاص في 
الفصول الاخرى) ثم أستخدامها في الهندسة وغرس 


(الشكل22-5) : طريقة تنقية أذرع الناقل ۴81-4 بواسطة الطرد المركزي الفائق باستخدام 
محلول ملحي حيث تنفصل القطع اعتمادا على وزنها الجزيئي واعتماداً على كثافة المدرج 
الملحى. 
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القطعة الوسطية kb‏ 14 


الذراع الايسر ۸ 21 


Marker EMBL4‏ قطع حامض نووي 
DNA‏ معروفة الوزن الجزیئى 


هجرة قطع العاثي كهربائيا خلال هلام 
الاجاروز حيث تنفصل القطع أعتمادا 
على وزنها الجزيشئ . 


قطع موقع حزم الذراع اليمنى واليسرى من 
الهملام بواسطة سكين حادة ونقلها إلى 


أنبوبة . 


اضافة نزم الاجاريز ۸23۲358 لاجل التخلص من الهلام ثم تنقية وترسيب الاذرع واستخذ امها 
في الهندسة وغرس المورثات . 


(الشكل23-5) : طريقة الهمجرة الكهريائية خلال هلام الاجاروز حيث تنفصل قطع الناقل 
۴۳۴m4‏ اعتماداً على اوزانها الجزيئية ويعد صبغ الهلام واضاءته يتم قطع موقع الأذرع وثم 
تنقيتها أجل التخلص من القطعة الوسطية لزيادة كضاءة الهندسة باستخدام هذا الناقل 
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العاثي لامبدا -8 2 ۸۷٤5‏ : 


شق هذا العاثي نتيجة إزالة حوالي %17.4 من طول العاثي لامبدا الطبيعي . 
إذ حذف الموقعين € و ”إ١‏ 5 وكذلك إزالة المواقع الطرفية للأنزي !0ء8 . كما م 
فصل القطعة 8 عن طريق استخدام مواقع قطع الأنزي 0۸1ء5 التي تحيط بهذه 
القطعة وثم ربطت مرة ثانية بشكل معكوس ورمز لها بالقطعة -8 وتعثل هذه المنطقة 
التي يتم بدلا عنها غرس قطع الحامض النووي الغريب (الشكل24-5) . 


2- العاثی ميو Nu‏ : 


وهو من العاثيات مزدوجة الحامضص النووي DNA‏ و يصيس التبا E.coli‏ 
السلاله × . تلك هذا العاثي قطعة حامض نووي بكتيري تقع على طرفي مادته 
الوراثية . يتضاعف هذا العاثي كعاث محلل ويدخل البكتيريا ليتخلص من قطع 
ا لحامض النووي البكتيري المرتبطة مع مادته الوراثية ثم يلتحم كعأث أولي أو ابتدائي 
مح الحامض النووي البكتيري . وبعد التضاعف تنفصل العاثيأت الحديدة ويتم 
تعبئتها لإنتاج الآ جال الديدة ويد أن هذه الفاتات عمل طعا فة من 
الحامض النووي البكتيري لذلك فأن هذا العاثي يعتبر مهما في دراسات الخرائط 
الوراثية لهذه السلالة من البكتيريا أو أنواع أخرى مثل الشيكلا وغيرها . 


کما یکن توسیع عوائله عن طريق فك القطعة 6 وإعادة لحامها بصورة معكوسة 
-6 ويحدث ذلك تلقائيا خلال مرور العاثيات بالدورة الانحلالية (الشكل25-5) . 
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Ec0 R! موقعین للأنزم‎ 


5 nin 
ا 81 القطع المحذوفة من‎ 
العاثى لامبدا‎ 1 
1 
65.6 1 1 
543 کے‎ 
١ 7 ۱ 1 
N / 1 1 
/ 
ا‎ \ f 


Eco RI 
Sst] 


(الشكل 24-5) : الخارطة الوراثية الميسطة للعاثي لامبدا 8 852 ۸۷. ويلاحظ أن اشتقاقها 
تم من خلال حذف القطعة ] والموقع 5١1١‏ (الخطوط المتقطعة) ويلاحظ ان العاثي 
الجديد يحتوي على موقعين للأنزيم | ۴-0۸ يحيطان بالقطعة -8 التي ريبطت بالمعكوس 
في هذا العاڻي 


ويذكر أن حجم قطعة الحامض النووي البكتيري التي ترتبط مع الجهة اليسرى 


من المادة الوراثية للعاثي يبلغ 100-50زوج قاعدي بينما يبلغ حجم القطعة المرتبطة 

بالجهة اليمنى 2000-1000 زوج قاعدي . لقد تم اشتقاق عاث واحد من هذا الناقل 
أطلق عليه 114 حيث ربط جزء من أوبرون اللاكتوز المسؤول عن البيتاجلاكتوز ع11 
-» ويمكن استخدامه في الهندسة الوراثية عن طريق ربط قطع الحامض النووي الغريبة 
في موقع وسطى في هذا المورث وعكن تمييز العاثيات الهجينة باستخدام المادة 
1-× . ویذکر أن هذا التحوير قد رفع كفاءة الناقل 11 بحيث يتمكن المشتق 
الجديد من استيعاب قطع حامض نووي تتجاوز في حجمها 15 كيلو قاعدة . 
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ثانيا: العاثيات مفردة شريط الحامض النووي DNA‏ 


۳ هذه العاثيأت O Si‏ مادتها بین 6000-5000 
N‏ ا Icosahedral al‏ وتصم ا QXK 174 i‏ و3 1 04,5 
(الشكل 26-5 ) 
طریق حقن مأدتها الوراثية ”ي تتح ب سی ر حنذقي تم يقوم المزدوح بإنتاج 
أجيال جديدة ذات خيط مفرد يتم تعبئتها بالأغلفة الخاصة وتنطلق بعد أن تحلل 
وا ال ا 

أما الممحموعة الثانية فهى العاثيات مفردة شريط الحامض النووي 
الخیطی 22۹م ۴|35 . تضم هذه امحموعة عاثيات سميكة الغلاف تصيب 
البكتيريا عن طريق تكوين أنبون تحقن من خلاله مادتها الوراثية وتتضاعف بنفس 
لط رقة إا َة الإا اھا ل بکد إا عا افوا ٠‏ آذ رل EET‏ 
الطريقة لسابقة إلا ى إن دل مصانهه لتحم علاف ا 2 
الغشاء الخلوي للبكتيرياً وحال تكوين أجيال جديدة من الادة الوراثية فأنها تحاط 
سرون خاص لجل حمايتها من ارعان ٹم تندفع اة الغشاء الخلري حیث 
تحاط بالأغلفة الملتحمة وتحرج دول أن تست بتحلل الخلايا ٤‏ 

تعتبر هذه احموعة مهمة فی الهتة الوراثبة حیٹ کن عزلها کمزدوج أو 
کو مفرد إصافة ا وجودها يحجوم مخحتلفة . كما فک أستخذامها کنواقل 
مشاأبهة ات : تتصمن هله المجحموعة العاثيأت ds fligyM!3‏ ويعتير 
العاثىN13×‏ أهم هذه الحموعة لمناسبته فى الهندسة الوراثية ولوجود مشتقات عديدة 


منه . 
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U ح3ا----‎ Mom = = - 3È 


قطعة [N۸‏ من بكتريا 
القولون ]إھc.٤_‏ 


Mon = = = -yۅÈ‎ 


(الشكل 25-5): العاثي ميو 111 وآلية انفصال القطعة 0 والتحامها بصورة معكوسة خلال 
الدورة الانحلالية له. 5 و لآ و-S‏ ولا مورثات مشفرة لبروتينات ألياف الذيل. 1011 مورت 
مشفر لأنزيم يعمل على تحوير قواعد الأدنين في المادة الوراثية للعاثي بعد دخوله للمضيف 
لأجل حمايتها من هجوم الأنزيمات القاطعة الخاصة بالمضيف 
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العاثي 0×174 

يتألف شريط الحامض النووي (N4‏ لهذا العاثي من 5375 نيوكليوتيدات 
تؤلف 10مورثات . يعتبر هذا العاثي من أوائل العاثيات التي تمت معرفة خرائطها 
الوراثية حيث نشرت كامل خريطته الوراثية عام 1975 . 

يعتبر هذا العاثي بنفس أهمية العاثي 113 في الأبحاث الخاصة بدراسة 
ا لخرائط الوراثية إلا أنه من الصعب اشتقاق عاثيات أخرى منه لاحتوائه على مورثات 
متداخلة كع٬عع‏ ع”iممaاامOv‏ وكذلك لوجود عدة مورثات مسؤولة عن تضاعفه 
ولکنه يستخدم بكثرة فى أبحاث إصلاح الحامض النووي DNA Repair‏ . إذ تتم 
معاملة شريط الحامض النووي له ا الهيدروكلوريك لفترة قصيرة للحصول على 
حامض نووي يحتوي على حذف في بعض بعض القواعد ا pûg Apurinic DNA‏ 
تتم إصابة خلایا الفايبروبلاست المحطمة الغشاء جزیغاً لمعرفة قدرة هذه الخلايا على 


إصلاح الحامض النووي (الشكل27-5 ) 
العاثي ۸113 
تتألف المادة الوراثية لهذا العاثي من شريط مفرد حلقي مؤلف من 6407 
نیوکلیوتیدات ویشفر خوالي 10 مورثات (الشکل 28-5 ) 
يعتبر هذا العاثي جذاباً في الهندسة الوراثية لعدة خصائص أهمها : 
1 . محتواه الوراثي أقل من 10 كيلو قاعدة وهو حجم مثالي للنواقل . 


a E E 
. للبلازميد داخل الخلايا‎ 


3 . يكن عزله بسهولة وكذلك إعادة الإإصابة به . 


4 . يكن غرس مورثات مفردة الشريط وهي ضرورية في بعض الأبحاث مثل 
قراءة ترددات الحامض النووي 8١1٥٣عuوع5‏ 4 والتطفير خارج الخلايا . 


187 


الشريط المفرد للحامض 
النووي DNA‏ 


Envelope فٺإٺغll‎ 


(الشكل 27-5): الشكل العام للعاثيات المضلعة مفردة شريط الحامض النووي 


مورث مسۇول عن بدء تصنيع الشريط المفرد . 
A 8‏ 


مورٹ مسؤول عن تکشثیف 
الحامض النووي في F‏ 


(الشكل 27-5) : الخريطة الوراثية للعاثي 174× Q۵‏ ويظهر تداخل المورثات-۸ 8 ):8 مع 
المورثات Dg ٣و A۸‏ 
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مشتقات العاثي ۸13 


أولا: العاثي «” 1113 

تشتق هذه العاثيات من طريقة إضافة المورث 14٥7‏ في الموقع 51 الذي يتألف 
من 507 نيوكليوتيدات ولا يحتوي المورث 11٥7‏ المغخروس على أي موقع للقطع 
بواسطة الأ نزات . سمى هذا المشتق ب 1م113۳ . يحتوي المورث 14٥7‏ فى 
العاثي السابق على تردد 66۸17۲ يقع في بدايته وباستخدام طريقه التطفير خارج 
الخلايا فأنه يمكن استبدال 6 بالأدنين ۸ والحصول على التردد 64۸117٤٥‏ وهو موقع 
قطع للأنزيم ۴-0۸1 سمي هذا المشتق ب 113P2-‏ . وعلى الرغم من حصول 
استبدال فى إحدى قواعد المورث 14٥7‏ إلا أنه وجد أن نشاط الأنزيم لا يتضرر 
وعكن يبز العاثيات الهحينة باستخدام المادة X-gal‏ . 
ثانيا: عاثيات أخرى مشتقة من العاثي ۸113 

لقد أشتق العديد من العاثيات الجديدة من العاثي 113 من خلال خلق مواقع 
جديدة للقطع ولأ نزعات مختلفة إضافة إلى الانزي 0۴۸1ء۴ لأجل زيادة كفاءة 
العاثيات . 

تقوم فكرة خحلق مواقع جديدة للقطع على استخدام الروابط المتعددة 
5ا . يغرس هذا التردد عادة في موقع قطع الأنزم !۴ ۴-٥‏ (بعد كسره) 
الكائن في المورث 1107 دون أن يؤثر في نشاط المورث . ويعكن غرس أو هندسة قلع 
الحامض النووي الغريبة في أي موقع من مواقع الأ نزعأت الحديدة وعكن عرزل 
العاثيات الهجينة بمساعدة المادة اهع-× . لقد أشتق العاثى7م”3١ N‏ بهذه الطريقة 
واحتوى الرابط المضاف على ثلاثة مواقع مفردة لأ نزعات القطع !08ء٤‏ و ۴841 Ba‏ و 
S1‏ (الشكل 29-5) . 

وقد استخدمت جزیئات روابط أخرى تحتوي مواقع مفردة لأنزعات إضافية مثل 
سلسلة العاثيات 8م" 113- 113۳19 وقد اشتقت بعض هذه العاثيأات عن 
طريق الغرس المعكوس لجزيئة الرابط كماأهي الحال في العاثيات 
M13 mp 19, M13 mp 18‏ و M13 mp1O0 4, M13mp9‏ . 
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DNA 1‏ والاستنساخ 


1۷ .1= مورثات 
مشفرة ابروتينات 
بناء الكابسيد 


II: VII ,IX ,VILVI 
مورثات مشفرة للبروتينات‎ 
المؤلفة للكابسيد‎ VIII 
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Xs 1l‏ مورثات مشقرة لسروتینات ياء 
الحامض النوري 


۷ : مورٹ مسؤول عن وجود الحامض 
النووي 0×4 مقرد الخيط وللتآصر 
انشا : 


(الشكل 28-5): الخريطة الوراثية للعاثي 113 ويلاحظ وجود تداخل مورث × مع 
المورٹ 1[ 
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II 
M13 mpl 
EcoR! 7 
4 LacZ 
II 
M13 mp2 
د‎ 


Orı1 : 
IV 
سو ا ا‎ 
M13 TE 
LacZ 


ori  # O 


EcoR]7 


1 ا‎ lT 
M13mp2 M13 mp7 


وأضافة رابط وخامه 


(الشكل 29-5): مشتقات مختلفة من العائي 113 ويذكر بأن إضافة انرابط الى العاثي 
أعطى حرية أكبر في أستخدام آنزيمات قاطعة أخرى لتوفر مواقع قطع مختلفة في الرابط 
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الكوزميدات كءC0osmid‏ 


الكوزميدات هي هجن تجمع جزيئة حامض نووي عاث وأخحرى بلازميدية . ۾ 
تصميم الكوزميدات اعتمادا على حقيقة أن أنزم اشا النووي العاڻي في 

جزيئة البروتين لا يحتاج سوى إلى الراقع اللزجة التي يرمز لها ب كه للعمل . لهذا 
فأن عملية التعبئة الختبرية يكن أن تحصل لأية قطعة حامض نووي تحمل المواقع 
اللزجة والتي يفصل بينها 52-37 كيلو قاعدة . لهذا فأن الكوزميد في الواقع بلازميد 
يحتوي على مواقع لزجة (الشكل30-5 ) 

هذا بالإضافة إلى ضرورة وجود موقع مورث انتقائي مثل مورث مقاومة 
الاهستنلن وموقع أصل تضاعف ly‏ لافتقاد الكوزميد لمورثات العاثي الأخرى فأنه 
لا ينتج التبقعات ءعuېaاP‏ التي تتمیز بها عاثیات لامبد بل ینمو کبلازمید داخل 
کو ال 

يتم استخدذام الكوزميدأت في الهندسة الوراثية عن طريق فتح موقع آر القطع 
وغرس قطح الا مض النووي الغريبة بينها . وعادة ما يتم إنتاج الحامض ن النووي 
ا مراد هندستها في الكوزميدات عن طريق الهضم ازئي ن النووي بوأسطة 
أنزيم قاطع معين . إذ أن الهضم الكلي يؤدي إلى إنتاج قطع حامض نووي صغيرة 
الحجم لا تصلح للهندسة في الكوزميدات . وبعد ذلك تعبئ هذه في البروتين لإنتاج 
عاثيات تستخدم لإإصاية البكتيريا التى تنمى بعد دلك على وسط انتقاثى حاوية 
على الأمبسلن. إن جميع المستعمرات النامة تکون حاوية على الت ا 
حيث لا تتمكن الكوزميذات غير الهجينة أضلا من اأ عة (الشكز 31-5 ) ا 
كفاءة الهندسة الوراثية في الكوزميدات إلى أعلى ما يكن فهي تستوعب قطعاأ مس 
الحامض النووي 24 يبلغ حجمها أكثر من40 كيلو قاعدة . وهو أكثر بكثير من غا 
تستوعبه البلازميدأت أو العاثيات . 

تعود هذه الكفاءة العالية إلى الحجم الصغير للكوزميدات وهوما جعلها أفضل 
النواقل المستخدمة في بناء بنوك اklورٽlت Gene Banks‏ . 
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قہ قطہ |لiiı£ Bam H|‏ 
EcoRI‏ دون ع ع 


a. Hind IH 


| مورث مقاومة الامبسين . 


Sal 1 1 


(الشكل-30١)‏ : الكوزميد 88[ . ويلاحظ فيه مناطق المشتقة من البلازميد R322‏ ۲۴8 والموقع 


Bam Hl 


Amp ا‎ C 
قطع بواسطة الانريم‎ 
Bam Hl 
جام‎ 
E. _ îî o ¢7 
معاملة‎ [N4 قطعم حامض نووي‎ 
. مقوي بالامبسلين لدة 48-24 ساعة‎ Amp COS 


١‏ ا أصابة بكتيرياً القولون E.01‏ وتنمية البكتيريا على وسط غذ ائى 
تعىئه 
مقوي بالامبسلين لمدة 48-24 ساعة . 


0 (الشكل31-5) : استراتيجية استخدام الكوزميد في الهندسة 

الوراثية. ويلاحظ أن اأستخدام الكوزميدات يظهر كخليط ما بين 
البلازميد والعاأثي لامبدا حيث تحتاج النواقل المهندسهة الى 
تعبئة حياتيه لإنتاج عاثيات هجينة. 
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وأهم الكوزميدات المستخدمة 02×8 (الشكل32-5 ) و ۲88 . 


Viruses 2‏ 
ويعحود e e‏ ووجود E‏ که في مادتها الوراثية إضافة 
للحوف من احتمال ظهور سلالة ضارية عكن أن تنشأً خحطأً عند هندستها . 

إلا آنه م التعرف واستخدام علد منها مشثل راشح القرنابيط Car"‏ و راشح 
لاد 0ر اا ی وان ي 


أولا: راشح القرiنlبيط Caulimo virus Cav‏ 
راشح القرنابيط هو راشح نباتي يصيب العديد من النباتات وتتألف مادته 
الوراثية من حأمض نووي 04 يبلغ حجمه حوالي ثمانية كيلوقاعدة ويحتوي على 
ستة مورثات إضافة لقطعة وسطية ١٥10عء۲‏ ءإمعع۲ء)"!] . الخريطة الوراثية والا نزيية له 
معروفة جيداً (الشكل33-5 ) ويكن استخدامه كناقل هندسة وذلك بغرس قطع 

الحامض النووي الغريبة وسط المنطقة الوسطية دون أن يتأثر نشاط الراشح . الراشح 
سهل التعامل وعکن أن تنتشر إصابته بسرعة ودون ألأحة ال معأملات إضافية . 
وعلى الرغم من كفاءة هذا الراشح كناقل في الهندسة الوراثية إلا أن هناك 
صعوبات تحد من كفاءته . أول هذه الصعوبات هي أن المأدة الوراثية له تحتاج إلى 
تعبثة في البروتين بطريقة ماثلة لتعبئة العاثي لامبدا . لذلك فأن قدرته الاستيعابية 
تكون محدودة ولا تتجاوز 300 نيوكليوتيد . أما الصعوبة الأخرى فهي ضيق مدى 
عوائله حيث يصيب هذا الراشح عدداً قليلاً من النباتات التي وا 
Caulifolwer‏ وurnip"‏ . وهناك محاولات لزيادة قدرته الاستيعأبية وزيادة أعدذاد 
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الكوزميد €°2×£8 


مورث مقاومة الكاناماأيسين KNR‏ 


مورثات التضاعف مع 


. Sam و1‎ BAM H1 قطع بالانزيين‎ ٥وس‎ ٣1| موقع قطع مفرد للانزم‎ 
Sam I CC ج‎ Sam I 
صم ` نهاية عمياء‎ TT نھابة عىياء‎ 
| Cos 
Rep 
Amp R 


Sau3ÃA‏ وأنريم الفوسفاتير بصورة جزيئية 
(45-20 كيلو قاعدة) . 


خلط وام 
Cos Cos‏ 
Sam I Sam I‏ 
إصابة بكتيريا القولوت أأا0٥. E‏ وتنمية 
البكتيريا على وسط غڏ ائي مع الامبسلىن . 
(الشكل 32-5): استراتيجية أستخدام 
الكوزميد CK2×8‏ في الهندسة الوراثية. 
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المنطقة الوسطية 


ا 1 
موقع قطع الانزيم 11 ص64 ١‏ موقع قطع الانزيم 1]] Hind‏ 


ر مشفرة لروتينات 


التضصأعف 


(الشكل34-5) : خارطة عامة لراشح السيميات 5۷40 ويلاحظ القطعة المحذوفة منه لأجل 
اشتقاق الراشح ۷40-5 5. 
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شانیا؛ رواشح جيمني ¥1۲1558 Genini‏ 

وهي رواشح حديثة الاكتشاف تتألف مادتها الوراثية من جزيئين لشريط 
حامض نووي ۸ 5N‏ مقرد يبلغ حجمه حوالی 3.5 كيلو قاعدة : 

تصيب هذه الرواشح عدداً من النباتات الراقية . إلا أنه نظراً لعدم المعرفة الكافية 
بخريطتها الوراثية وال نزيية وكذلك عدم معرفة مواقع المورثات ووظائفها والأجزاء 
اللازمة لتضاعفها فأن الاستفادة منها كنواقل فى الهندسة الوراثية محدود جدا 
ولكنها يمكن أن تكون من النواقل الواعدة فى حالة استكمال المعلومات عنها . 


ثالتا: راشح السيميان 40 (40۷(5۷40 Simian‏ 


وهو من رواشح الثديات . يتألف من مادة وراثية صغيرة الحجم حوالي 5.2 كيلو 
قاعدة (الشكل31-5) . ونظر لصغر حجمه ووجود العديد من المواقع الضرورة لتضاعفه 
فأن قدرته الاستعابية محدودة ولا يستوعب سوى 300-200 نيوكليوتيد مهندسة . 

وقد أجري العديد من الحاولات لزيادة قدرته الاستعابية ورفع كفاءته وذلك 
باشتقاق عدد من النواقل منه مثل 8۷61-1 و 5۷612 و 5۷61-5 إلا أنها 
ا دات شرا لت اة الا 9۷6014 افا ف اش 
عن طريق حذف الترددات التي تقع بين موقع قطع الا نزم ۲1124111 وموقع قطع الانزي 
Bam 1‏ إلا أنه يحتاج إلى راشح آخر لأجل مساعدته في استكمال دورته التحليلية 


A) 


Hind II 
AA A A AA 
ا‎ Hind III 
AA A A ۸ 4A 
ا‎ 
Hpa I 
A A ۸ 
[ Hpa II 
7 P 
K Hha 
A A 
زوج قاعد يما‎ 4710 3710 2650 1590 530 
5300 4240 3180 2120 1060 0 


(الشكل35-5) : خارطة لبعض الأنزيمات القاطعة في المادة الوراثية لفايروس السيميان 40. 
ويلاحظ أن جميع هذه الخرائط تبدأً بموقع قطع الأنزيم ۸1 E٤٥‏ (الموقع صضر) 


Bovine Papillona V. (8۲V) رابعاأً: راشح البابيلوما البقري‎ 


وهو أحد الرواشح التي تصيب العديد من الحيوانات . و تتألف مادته الوراثية 
من حلقتي حامضص نووي ۸( يبلغ حجمها حوالي ثمانية كيلو قاعدة . يتصرف 
هذا الراشح كبلازميد عند إصابته للخلايا ومكن إيجاد حوالى 100 نسخة منه فى 
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الخلية الواحدة دون أن يؤدي إلى موتها . كما أنه ينتقل إلى الخلايا الجديدة عن 
الإنقسام الخلوي . راشح البابيلوما لا يمكن اعتباره ناقلاً مثاليا أصعوبة التعامل معه 
حيث يحتاج إلى تطابق مناعي مع خلايا مضيفه لذلك فأنه أجريت محاولة لتهجين 
هذا الراشح مع البلازميد 322 P8۸‏ لتمكينه من إصابة خلايا اللبائن وخلايا 
البكتيريا أيضاً إضافة إلى خلق سعة هندسة كبيرة ويتوقع أن يتم غرس قطع من 
الحامض النووي (N4‏ غريبة بأحجام تتجاوز 10 كيلو قاعدة . كما أنه يعتبر من 
النواقل التي يتوقع أاستخدامها بكثرة في عمليات الهندسة الوراثية مستقبلا . 


Expression Vectors :رuيعgتlا‎ Jali 
اصطدمت هندسة العديد من المورثات بعوقات أدت إلى عدم قدرة هذه المورثات‎ 
على التعبير عن نفسها . وظهرت هذه المشكلة واضحة عند هندسة مورثات معزولة‎ 
أحياء حقيقية النوى فى أحياء بدائية النوى مثل البكتيريا . وقد عزي هذا الأمر إلى‎ 
وجود اختلاف في محفزات مورثات هذه الأحياء تؤدي إلى توقف عملية تعبير‎ 
البكتيري من‎ )#١4( المورثات . أذ لا يتمكن أنزييم استنساخ الحامض النووي‎ 
التعرف على محفز المورث المهندس لاختلاف تردداته عن تلك الموجودة فى محفزات‎ 
مورثات البكتيريا . وذلك ما يؤدي إلى عدم قدرة هذا الأ نزي على الاستقرار والتعرف‎ 
على الموقع المطلوب وبالتالي تفشل عملية الاستنساخ (لاحظ الفصل الخحاص‎ 

بذلك) . 

هذا إضافة إلى مشاكل أخرى تتعلق بتنظيم عمل المورثات ألمهندسة .كماأنه 
ل اا و ا د ا وات 
ی ی دار الک لحد کی جت روات 
من بناء أواصر الكبريت الثنائية التي يتم تكوينها فقط عندما تريد البروتينات مغادرة 
الخلايا . 

ولأجل تفادي هذه المشاكل فأنه تم بناء عدد من النواقل الخاصة بالتعبير سميت 
بنواقل التعبير . يمكن وضع هذه النواقل في مجموعتين اعتمادا على تعقدها وهي : 
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1 . نواقل التعبير البسيطة . 
2 نواقل الکاسيت. 


أولا: نواقل التعبير البسيطة 

وهي نواقل الهندسة المعروفة التي سبق الحديث عنها مضافاً إليها موقع محفز 
قوي . يتم بناء هذه النواقل عن طريق فصل منطقة احفز لمورث بكتيري وربطه مع تردد 
يحتوي على موقع مفرد لأنزيم قاطع ويتم غرس المورث المطلوبة هندسته في هذا الموقع 
بعد فتحه أو كسره بالانزيم القاطع (شكل36-5) . وهكذا فأن المورث الحديد سوف 
يقع تحت تأثير محفز ناقل التعبير . وبالتالي فأن أنزي أستنساخ الحامض النووي R۸‏ 
سوف يعمل بصوره طبيعية . ونظرا لأ خحتلاف قوة محفزات المورثات اعتمادا على 
حاجة الخلايا من إنتاجها . لذلك فأن هناك محفزات قوية تؤدي إلى التعبير عن 
مورثاتها بصورة عالية وإنتاج بروتينات بكميات عالية بينما توجد محفزات ضعيفة 
ذات معدل استنساخ منخفض . لذلك فأن عملية بناء نواقل التعبير تحتاج إلى اختيار 
محفزات قوية تساعد المورث الحديد على التعبير عن نفسه بقوة . ومن هده النواقل . 
الناقل الذي يحتوي على الحفز م۲) المعزول من المورثات المشفرة لأنزمأات تصنيع 
حامض التربتوفان . والناقل الذي يحتوي على انحفز ۲4٥‏ الهجين من محفزي المورثين 
م۲ و 11٥‏ وكذلك الناقل الذي يحتوي على الحفز 1٥‏ اإضافة لنواقل أخرى تحتوي 
على الحفرات ۲1 2۸ و ۸ ۲۴۰١‏ وغیرها . 

كما أن هناك نواقل تعبير طبيعية وهي نواقل مشتقة من نفس المضيف ومكن 
استخدامهأ كنواقل عاأدية ونواقل تعبير بنفس الوقت . 

ونظرا لافتقاد هذه النواقل مواقع لتنظيم عملية تعبير المورثا. لذلك فأنه يتم 
Ne a CACO REE‏ 

فمثلا يتم تنظيم تعبير الورثات في الناقل الذي يحتوي على انحفز ط٤)‏ عن 
طريق إضافة التربتوفان للوسط الغذائى لأ جل ايقاف التعبير أو إزالة التربتوفان لأ جل 
استمرار التعبير . كما يستخدم لش الف ارکب 3-indoly acetic acid‏ . 
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oS.‏ ورت ت 
قاع مغین (س) 


۷ گے 
a‏ 


شرم 


قطع الحمفزعن التلاتيل 
بالانزء 
ا 
ام 
احفر 
Amp 4‏ 
ا 
موقع غرس المورثات المطلوب 
هند ستها والتعبير عنها . ناقل تعبیر 


الكل 665 رة ناء ثواقل اتير الب زذلف ضاف تمحر ورت اساب 
بكتيري أو غيره إلى البلازميد . 
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كما تتم السيطرة على تعبير المورثات في الناقلءة] والناقلء4] عن طريق 
إضافة المادة e-116‏ actosidاthiog-D-1-8رsoprop]‏ لأجل حث التعبير وفقدانها 
لأ إغافة: 

تفتقر نواقل التعبير البسيطة إلى الأجزاء المنظمة لعملية التعبير . لهذا السبب 
فأن هناك عدداً من المشاكل التى يمكن أن تواجه الباحث فى حالة استخدامها . ومن 
هذه المشاكل : ۰ ۰ 

| . تحتاج عملية الهندسة باستخدام هذه النواقل الى تنظيم التعبير عن طريق 
إضافة مواد حائة أو كابتة للوسط الغذائي وذلك يتطلب الدقة في تنظيم كمية وتركيز 
هذه المواد . 

2 . نتيجة لفقدان نواقل التعبير لمواقع منظمة العملية التعبير فقد يؤدي ذلك 
إلى إرتفاع ممستوى البروتين المشفر من المورث المهندس إلى الحد الذي يؤدي إلى 
التأئير فى العمليات الفسلجية الخلوي بطريقة أو أخرى ما يؤدي الى موت الخلايا 
الضيفة أو إصابتها بالعطب أو يؤدي إلى التأثير في الناقل نفسه بحيث يكن أن 
يفقد استقراره في الخلية و رعا فقدانه نهائياً . 

لهذه الأسباب وغيرها فأنه تم التفكير ببناء نواقل تعبير أخرى تحتوي إضافة 
للمحفز القوي وتردد الموقع المفرد لأحد أنزعات القطع على مواقع لتنظيم التعبير .أطلق 
على هذا النوع من النواقل بنواقل الكاسيت . 
ثانيا: نواقل الكاسيت 

ممت تراقل الخامبت لاوز عبرت راقل الي السطة المانهة. تمل 
هذا التصميم على احتواء النواقل إضافة إلى الحفز القوي وتردد الموقع المغرد الخاص 
بالأنزيم القاطع جميع المواقع الأخرى اللازمة لتنظيم عملية التعبير . وعلى ذلك فأن 
ناقل الكاسيت يتألف من محفز قوي وموقع للارتباط الرايبوسومي وغالق إضافة إلى 
موقع مفرد لأنزيم قاطع معين (الشكل37-5) . ونظرأً لأن هذا التركيب يعني في 
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الحقيقة مورثاً ناقص الترددات المشفرة . لذلك فأن بناء هذه النواقل يتضمن معاملة 
مورثات ذات محفزات قوية بواسطة أنزعات قطع نهائية تعمل على كسر موقع 
الترددات المشفرة وإزالة نيوكليوتيداتها والحفاظ على المواقع المطلوبة في نواقل 
الكاسيت . وعادة تتم هذه العملية تحت سيطرة كبيره لضمان عدم إتلاف المواقع 
المطلوبة وكذلك التخلص من الترددات المشفرة . وبعد الانتهاء من المرحلة الأولى 
لبناء الكاسيت فأنه تتم إضافة جزيئات رابطة مكسورة بواسطة أنزي قطع معين ثم 
لامها مع المواقع المتبقية من المورث السابق ثم إيداعها في ناقل كلون معين ليتم 
الحصول على ناقل کاسیت مکتمل . 

وعلى الرغم من أن هذه النواقل أفضل من سابقتها إلا أنها لا تخلو من المشاكل 
.إذ أنه من الصعوبة تماما إزالة جميع الترددات المشفرة للمورث المراد الحصول منه على 
الحفز والمواقع الأخرى خوفاً من تلف هذه الأجزاء . لذلك فأن العديد من نواقل 
الكاسيت تحتفظ بترددات مشفرة من المورث الأصلي تختلف بحجمها وهذا ما يؤدي 
إلى الحصول على بروتينات هجينة مؤلفة من البروتين المشفر من المورث المهندس 
وراثياً وأجزاء من البروتين الذي ثل الترددات المشفرة المتبقية من المورث الأصلى . 
وبطبيعة الحال فأن استخلاص البروتين الناتع عن المورث المهنُدّس سيكون محفوفا 
الف ات خرصا عدا ق الام ا عات او افونا كلك كفا ءة 
ترجمة الحامض النووي المرسال ١8١4‏ المستنسخ من المورث المهندس ستكون 
منخفضة جدا إذا ما كانت المسافة بين موقع الارتباط الريبوسومي في الكاسيت 
وشفرة الميثونين في امورث التي تبتدأً بها تصنيع جميع سلاسل عديد الببتيد أكثر 
من20 نیوکلیوتیدا . 

ولأجل تجاوز هذه الصعوبات فأنه يستخدم الآن وبنجاح كبير تصنيع الحفزات 
والغوالق ومواقع الارتباط الريبوسومي مختبريا ثم يتم ربطها بتسلسل صحيح مع ناقل 
كلونة أعتيادي . تتم عملية التصنيع الختبري لهذه المواقع بواسطة تقنية يطلق عليها 
تفاعل Polymerase chain reacti0n (PCR) jın awl‏ . 
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غالق 1" مو فع عرد ل رع 
مخ 0 قطع . Ap‏ 
۶ کک 
S_FeelMl Fei 3‏ 
۱ " ارتباط رايبوسومي ۸ 
موقع قطع مفرد لانزيم قاطع 
(2) . فتح البلازميد 
موقع ارتباط رايبوسومي 
غالق | : 
AmpF‏ 
و ا 


١ 


Hi EO 


غالق (1) 


(الشكل37-5) : مخطط بناء نواقل الكاسيت. يتوفر في هذه النواقل جميع مؤلفات تعبير 
المورثات هذا بالإضافة إلى وجود قطعة رابطة بين موقع ۸ و1 تحتوي على عدد من المواقع 
المغردة لأنزيمات قطع مختلفة ويتم غرس المورث المطلوب هندسته في أحد هذه المواقع بعد 
فتحه بالانزيم المطلوب 
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حيث تتم في هذه التقنية تغذية كومبيوتر بالمعلومات الخاصة بتسلسل تردد 
محفز معين أو غالق معين أو حتى مورث ثم تنقل هذه المعلومات تلقائيا الى جهاز 
يقوم بعدها الجهاز بربط النيوكليوتيدات اعتمادا على المعلومات التي وفرها الكومبيوتر 
دون الاستعانة بالإإنسان حتى اكتمال بناء التردد المطلوب ثم يتم استخلاص المنتج 
وبناء نسخ عديدة منه بنفس التقنية ولكن بأسلوب مختبري بسيط (لاحظ الفصول 
كاسيت وهكذا يتم الحصول على نواقل تعبير مثالية وأمينة ودقيقة جداً . 
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مقدمة 

الاحتياطات الواجب اتخاذها عند التعامل مع المواد المشعة 
الاستخدامات العامة للمجسات في الوراثة 
-مراقبة التفاأعلات 

-كشف وعزلل المورثات 

-تحليل تركيب المورثات 

-تحليل تعبير المورثات 

التقنيات المستخدمة في تحضير المجسات 
تخر ااا ا 

-ترجمة الثلمة 

وال ا وف فاع هة اة 
-عيوب طريقة ترجمة الثلمة 

-أطالة البادئة 

رة أطالة الادنات 

ص ادت العشوات 

-تفاعل البادئه المفردة 

-توسيم نهايات الحامض النووي 
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-ترميم نهاية الحامض النووي 

-تصنيع مجس الحامض النووي RNA‏ 
تحضير المجسات غير المشععة 

توسیم الخلابا الحية 

تصنيع المحسات بالطريقة الجافة الآلية 
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مقدمه 
تعتبر المحسات 5١ظ٠۴۲‏ إحدى التقنيات الرائعة التى جادت بها أفكار العلماء 
في سنوات الخمسينات . وقد اسهمت هذه التقنية في تطوير العديد من العلوم . كما 
ساهمت فى كشف الية العديد من التفاعلات التى تجري فى الخلايا الحية . تقوم 
تقنية انجسات على استبدال عنصر معين مثل الهيدروجين أو الكاربون أو النتروجين 
أو القرسقور وخا بخاض طم رة دات تقاط تاع محلا عك اسععدال دة 
الهيدروجين الطبيعية بذرة نظير الهدروجين الثالث 1 (تريتوم) واستبدال الفوسفور 
بنظیر الفوسفور P32‏ وكذلك استخدام نظائر النتروجين 14 و 15 والکاربون 14 ل 
من الذرات الطبيعية . كما کن استخدام مواد متوهجة کالفلورسنات فی تحضير 
الحسات . تهدف تقنية امجسات الموسم إلى تتبع أثر النشاط الإشعاعي أو الضوئى 
التفاعلية والتمشيل وغير ذلك الكشير . كما تستخدم هذه امجسات أيضا فى الحقل 
الطبى كما هى الحال فى تشخيص أمراض مختلفة مثل قصور الغدة الدرقية وغيرها . 
وحديثاً استخدمت هذه التقنية لأجل تشخيص الأورام السرطانية حيث تحقن 
مواد كيميائية موسمة ومعينة في جسم المريض ويكن متابعتها من خلال جهاز 
الأشعة الطبقية ۲۵۳ع٥ه 1٠۳‏ حيث تتركز هذه المواد فى الأ نسجه المتسرطنة وعكن 
أما فى حقل الهندسة الوراثية والوراثة الجزيئية فإن استخدامها اعتبر أحد 
استخحدمت المجحسات المشععة منذ عام 1952 لأجل التعرف على آلية تضاعف 
الحامض النووي 0×4 (تجارب هرشي وشاس) من خلال استخدام النظائر المشعة 
للكرىت 5 و القسفور ۳2 : 
أثبتت هذه التجارب أن الحامض النووي 0×4 يسلك سلوكاً شبه محافظ فى 
التضاعف . وأعتبرت نتائج هذه التجارب إثباتاً واضحاً لنظرية الحلزون المزدوج التي ع 


الحديث عنها في الفصل الثاني . 
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کمااستخدمت انحسات في العام 1958 لإأئبات التضاعف شبه الحافظ 
للحامض النووي (N4‏ في البكتيريا والرواشح والأحياء الراقية . بعد ذلك تم تطوير 
استخدام هذه التقنية للحصول على قطع حامض نووي ومررثات موسمة . وقد ساهم 
هذا التطوير في تقدم علوم الوراثة قدما للأمام . 

يستند استخدام الجسات الموسمة إشعاعيا إلى حقيقة علمية هي أن جميع 
البروتينات والأحماض النووية غير ذائبة في المركب حامض الخليك ثلاثي الكلورة 
(TCA) (IM)Trichroracetic acid‏ ا تمك الا جاص اة 
والنيوكليوتيدات المفردة من الذوبان فيه . 

ولأجل قياس أو تعقب تصنيع حامض نووي معين مثلا فأنه يتم ذلك بإضافة 
نيوكليوتيد معين ذو قاعده نتروجينية موسمة اشعاعياً بالفوسفور ۲ أو النتروجين 15 
أو 14 أو غيره إلى خليط التفاعل الحتوى على ما تبقى من نيوكليوتيدات طبيعية 
والظروف الأخحرى مثل الأنزعات والبفرات الخاصة . وبعد ترك التفاعل فى ظروفه 
اللاة ولف رة يضاف ار كب 16۸ الى التفاعل ى يضفي الايط براسطة 
عمود هلام أو ورق ترشيح حيث تر النيوكليوتيدات غير الداخلة في التفاعل 
(الفائضة) بينما يبقى في العمود أو ورق الترشيح الحامض النووي الأصنع . 

وبقياس كمية الإشعاع فأنه عكن معرفة كمية الحامض النووي المصنعة في 
التفاعل . كما يكن قياس هذه الكمية فى الخلايا عن طريق إضافة المواد الموسمة إلى 
الأوساط الغذائية . 

ويمكن القول نفسه بالنسبة لمعرفة البروتينات المصنعة . ونتيجة لتطور التقنيات 
الحديثة فأنه أصبح اليوم من الممكن قياس كمية الإشعاعات بصورة دقيقة عن طريق 
جھاز يدعی ۲ع)n cou‏ ati0onاlaاScan‏ حیث يعمل السائل الملستخدم فيه 
Scant ation uid‏ على تحويل الطاقة المنبعثة من المواد المشعة الى ضوء يتم 
استلامه من قبل خلايا حساسة وتقاس كمية الإشعاع اعتمادا على كثافة الضوء . 

إن ماب شاغل ممن حاص بالرويات او الا عاض الروت داخل اشاي 
يحتاج إلى استخدام مواد معينة خاصة بهذه المركبات الحياتية دون غيرها . فمثلاً 
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يستخدم الجلايسين كمصدر للكاربون بينما يمكن توسيم الحامض الأميني أسبرتيت 
لمتابعة تضاعف أو قياس كمية الحامض النووي ذلك لأن الحامض الأمينى اسبرتيت 
يدل في [إحدى مراحل تصنيح البيورينات . أو بتوسيم الأحماض الأمينية الليوسين 
والفنيل النين عند تحضير بعض البروتينات . إذ أنه من المعروف بأن هذين الحامضين 
لا مكن أن يتحول إلا إلى بروتينات . أما بالنسبة لدراسة البروتينات فى الحيوانات 
الراقية فأنه من المؤكد بأنه لا يكن وضع مواد مشعة في غذائها ولكن الحال هو في 
استخلاص بروتينات من أنسجة هذه الحيوانات وتوسيمها ثانية أو دراستها عن طريق 
الأ نسجة الخلوية الزرعية Tissue ٣u) re‏ . 


الاحتياطات الواجب اتخاذها عند التعامل مع المواد المشعة 

لا بد من القول بأنه ليس جميع الواد المشعة خطرة جداً حيث إن البعض منها 
يمكن التعامل معه دون اتخاذ احتياطات كبيرة ويعتمد ذلك على قوة الإشعاع الصادر 
من المادة المشعة . فنظير الهدروجين الثالث ٨3‏ ونظائر النتروجين 15 ,14 “× ١N'*,‏ 
والكاربون 4 نظائر خحطرة لن قوة الإشعاعات الناشئة عنها ضعيفة بحيث 
إنها لا تتمكن حتى من إختراق الجحلد . أما نظير الفوسفور 32 (۶) على سبيل 
المثال فيعتبر من العناصر المشعة القوية ويطلق عليه عنصر مشع Hot Source (lw)‏ 
وتنطلق منه كافة الإشعاعات الخطرة مثل أشعة بيتا وجاما والفا إضافة إلى غيرها . 
المشعة ومراعاة شروط الأمان عند العمل لأجل الوقاية من الإشعاع . يتوجب في 
موقع العمل هذا أن يكون مطلياً من الداخحل بصبغ لماع بحيث يكن غسله عند الحاجة 
لذلك وأن تزود الغرفة بطاولة خحشبية مصقولة السطح ويفضل عدم استخدام المعادن 
في صناعتها وكذلك عدم وضع الزجاج على سطح الطاولة (لتقليل انعكاس 
الإشعاعات أثناء العمل) . 

كما يجب أن تزود الطاولة بحاجز بلاستيكي علوي عازل وبسمك يكفي لنع 
مرور الإشعاعات وكذلك بحاجز سفلى . ويمكن استخدام عوازل ئه اع۲1exi‏ 
وبسمك 10 مليميترات فى ذلك . 
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ونظراً لأن بعض المواد المشعة مذابة في سوائل متطايرة أو عزوجة مع مسحوق 
لذلك فأنه يجب ان تتوفر كابينة خاصة (1000[) مزود بساحبة هواء لإجراء جميع 
العمليات بداخلها . ويجب أن يحتوي مختبر المواد المشعة على كفوف مدعومة 
بالرصاص وحوامل زجاجية سميكة لوضع أنابيب المواد المشعة فيها كما يتوجب 
وجود جهاز الكشف عن الإشعاعات ۲ع)١‏ ا0٣‏ ١ععاع‏ وتوفر بالطوات مغلفة 
بالنايلون (ويعكن ارتداء الصدرية العادية أوالبالطو وفوقها صدرية نايلون) وكفوف 
وأدوات تستخدم لره واحدة . ويذكر بأنه نع منعاً باتاً استخدام الفم في سحب 
السوائل وضرورة استخدام الأقنعة الطبية في العمل . أما فيما يخص نفايات المواد 
المشعة فأنه يجب عزل الأوراق الملوثة والكفوف والأدوات غير اللازمة فى كيس 
خاص موسم بعلامة الإشعاعات . كما تحفظ السوائل المشعة في قنان تحتوي على 
فورمالين لتخفيف الإشعاع أو سوائل صابونية وتغلق جيداً ويذكر أنه يكن التخلص 
من السوائل المشعة وبكمية لا تزيد قوتها الإشعاعية عن 20-10 اعا مايكروكيوري 
/في اليوم الواحد وذلك برميها في حوض الغسيلل وفتح ماء الحنفية برفق لعدة 
دقائق . يجب أن لا تعقم النفايات المشعة على الإطلاق وتحفظ أكياس النفايات 
وقناني السوائل المشعة في صندوق من الرصاص لدة 4-3 أشهر وهي مدة تساوي 
حوالي ثماني مرات ضعف نصف عمر نظير الفوسفور 32 ويمكن رميها بعد ذلك في 
النفايات الاعتيادية . كما يتوجب دائما عند استخدام المواد المشعة ارتداء أفلام 
الكشف عن الإشعاعات ويجب وضعها على الحيب الأمامي (الصدري) وعلى أحد 
أصابع اليد وإرسالها كل أسبوع لجهاز قياس التعرض للإشعاعات في مركز بحوث 
الطاقة الذرية لقراءة كمية الإشعاع في هذه الافلام > كما یجب استخدام جهاز 
الكشف عن اللإشعاعات(الجحايجر) في بداية العمل ونهايته للكشف عن التلوث لیتم 
بعد ذلك إزالته بواسطه الغسل بامحاليل الصابونية أو غيرها (الشكل 1-6) . 
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88 
OE 


جهاز قياس شدة 
الاشعاع 


Geiger Counter 


(الشكل 1-6): تخطيط لمنضدة العمل اللازمة عند التعامل مع المواد المشعة ويلاحظ 
إحاطتها من الأعلى والأسفل بواسطة حواجز شفافة واقية إضافة إلى جهاز قياس الإشعاع 
وحوامل أنابيب المواد المشعة. 

213 


الاستخدامات العامة للمجسات في الورائة 
که استخدام مجس الحامض النووي ا لموسم في دة مهام منها : 
| س مراقبة التفاعلات . 
2- کشف وعزل المورثات 1 
3- تحليل وتركيب المورثات . 
4- تحليل تعبير المورثات . 
أولاأ: مراقبة التفاعلات 
إن استخدام النظائر المشعة في عملية تصنيع الحامض النووي 0×4 أو غيره 
يساعد كثيراً فى معرفة آلية هذه التفاعلات وكذلك فى تحديد العوامل المؤثرة التى 
يتم فيها التفاعل . وأفضل مثال على ذلك هو استخدام أكثر من نظير مشع في عملية 
مراقبة تفاعل تصنيع سلاسل الحامض النووي DNA‏ المتمم Comple- . (cDNA)‏ 
mentary DNA‏ حیث يستخدم نظير الهيدروجين الثالث 33 فى مراقبة تصنيع 
السلسلة الأولى أو الشريط الأول من الحامض النووي بينما يستخدم نظير الفوسفور 
2 ۶ في مراقبة تصنيع الشريط الثاني (الشكل 2-6) . كما تستخدم النظائر مع 
قياسى معين 1131٥١‏ للمساعدة فى قياس أحجام والأوزان الجزيئية للحامض النووي 
عند استخدام الهجرة الكهربائية عبر هلام الاجار أو الالكريلمايد . 
ثانياً: كشف وعزل المورثات 
عکن ان تستخدم الحسات الموسمة في کشف وعزل المورثات کما ھی الحال في 
الكشف عن الورتات المهندسة فی النواقل والتهجن على الصبغيات Insitu‏ 
اطهط . ففي الأولى فأنه يتم استخلاص الأحماض النووية للنواقل 
اة وراثیا بشکل مستقل وثم تشبیتها على ورق فلتر أو نایلون ثم معاملتها . 
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oligo dT Primer بادثة متعددة التايمين‎ 


نيوكليوتيد ذو قاعدة موسمة بالتریتوم ۲3° 


mRNA T- Tn -f 5 
ر‎ 0H7 
* H3 
| 
dTTp, dATP + dGTP اک‎ 
dCTP ا‎ 
ا‎ cDNA 
ايا‎ eg pg gg م‎ T- Tn ج‎ T 


A - An - A- OH3‏ ب وون ي 


فل الاش 
DN‏ 
AX T- Tn -T‏ مفردة الشريط موسمة 
و 
dGTP DNA POLI‏ (تریترم) 
T- T ۸‏ : بط موسم بنظیر الفوسفور 32۴ 
TAS‏ 
ES T 1 - 1‏ 


H3 
" الهيدروجين‎ 


(الشكل 2-6): استخدام النظائر المشعة في مراقبة تفاعلات بناء أشرطة الحامض النووي 
المتمم K-04‏ ويلاحظ استخدام نظر الهيدروجين 1 في توسيم الشريط الأول ونظير 
الفوسفور ۶2 في توسيم الشريط الثاني . 
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بعد ذلك بادة قلوية لفصل أشرطة الحامض النووي ثم تهجن الورقة بواسطة 
مجس موسم شعاعيا مشلا ثل المورث المطلوب عزله . يرتبط هذا اجس مع بقعة 
الحامض النووي التي تحتوي على المورث النظير وباستخدام فلم أشعة × وتعريضها 
للفلتر لفترة معينة ثم تحميض الفلم حيث يظهر أثر ارتباط اجس كنقطة سوداء . 

يتم بعدها تحديد الناقل الذي يحتوي على المورث المطلوب (الشكل 3-6) . كما 
يمكن استخدام التهجين في الهجرة الكهربائية والنقل على ورق لتحديد وكشف 
ورات : 

ما كشف المورثات وتحديدها على الصبغيات فأنه يتم تنمية الخلايا على 
شرائح زجاجية ثم معاملتها بمادة الكولجسين ٥١1ءهاء‏ اه٣‏ لأجل ايقاف انقسام 
الخلايا عند المرحلة الاستوائية تبت الخلايا بعدها على الشرائح بعاملتها درج من 
الكحول ثم خليط من حامض الخليك والميثانول . يتم بعدها تهجين الخلايا بواسطة 
مجس موسم شعاعياً (مشلا بنظير الهيدروجين الثالث 3) وتطلى الشرائح بعدها 
بطبقه جلاتينية فوتوغرافية وتحفظ الشرائح في الظلام لفترة معينة تحمض بعدها 
وتفحص حيث تظهر بقع سوداء فوق الصبغي الذي يحتوي على المورث المطلوب 
الكشف عنه (الشكل 4-6) . 


خالا قحلل ترگیب المورقات 

الفائدة من تحليل تركيب الورثات هو معرفة توقع البروتين المشفر منها وكذلك 
معرفة الخريطة الجزيئية للمورثات . يتم ذلك معرفة تسلسل ترددات النيوكليوتيدات 
المؤلفة للمورث أو مأ يدعى ع١1٥١ء»ا٩ع؟ (N4‏ عبر استخدام نيوكليوتيدأت موسمة 
القراعد . كما يكن تحليل تركيب المورثات عن طريق الهجرة الكهربائية للحامض 
النووي والنقل الورقي والتهجين . 

باستخدام مجس موسم شعاعياً (لاحظ الهجرة الكهربائية وطرق التهجين في 
الفصول الاخرى) . 


Marker 


قطع حامض نووي DNA‏ 
حامله رث معين 


(الشكل 3-6): تخطيط لفلم أشعة أكس بعد تعريضه لورقة فلتر مهجنة بحامض نتووي 
مقطع بالأنزيمات القاطعة ومجس مشع. الحزم في الموقع 2 و3 تمثل قطع الحامض النووي 
التي ارتبط فيها المحس بينما تمثل الحزم في الموقع أ الحامض النووي القياسي. 


بقعة فضية أو سوداء 


ر 


(الشكل 6-4): تخطيط لصبغي موسم شعاعياً ومصبوغ بطريقة تحزم -0 وتظهر البقعة 
السوداء التي تمتل موقع مورث معبن بعد ارتباط المجس المشع بها. 


217 


رابعا: تحليل تعبيرالمورثات 

يتم تحليل تعبير المورثات عن طريق استخدام أجسام مناعية موسمة تعمل هذه 
على التأصر مع البروتىن الناج عن التعبير وإعطاء هيئة رة مک من خلالها التأكد 
من حصول نشاط للمورث المطلوب مراقبته . تختلف الهيئة المميزة باخحتلاف اجس 
المستخدم فمثلاً في حالة استخدام مجس فلورسني فأن المعقدات الناتجة عن عملية 
التفاعل يمكن أن تعطى حزما ضوئية ذات ألوان معينة يستدل بها على حصول تعبير 
وراثى . كما أن هناك طرقاً أحرى سيتم الحديث عنها فى الفصول اللاحقة يكن 
استخدامها لتحليل تعبير المورثات كما هى الحال فى الهجرة الكهربائية للبروتينات . 


التقتيات المستخدمة في تحضير الجسات 


نظراً للتطور الحاصل فى هذه التقنية فقد تعددت وسائل توسيم الجحسات اعتماداً 
على الهدف منها ويمكن وضعها تحت نوعين من الطرق وهي طرق تحضير امجسات 


الخ و ا 
طرق تحضبر الجسات المشحعة 


هناك عدة طرق لتحضير الجحسات المشععة وهي : 
| . ترجمة nJûllة Nick translation‏ 
2 . إطJlة‏ llئlıدiة Primer Extension‏ . 
3 . توسیم نهايات الحامض النووي Ends ]abe[[1 ٣2‏ . 
4 . تصنيع مجس الحامض النووي الرايبوزي ۸×۸4 . 
5 . الطريقة الحافة |لlîئıة Automated solid phase method‏ . 
ترجمة |lلiلaمةa Nick translation‏ 


نشرت هذه الطريقة من قبل رجبى وجماعته اهاه رطعنR‏ سنة 1977 فى 
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مجلة البايولوجيا الجزيشية وأصبحت من أكثر الطرق شيوعاً في توسيم مجسات 
الحامض النووي N۸‏ المستخدمة فى عمليات التهجين الختلفة . تعتمد هله 
الطريقة على قابلية أنزي بلمرة الحامض النووي (N4‏ الأول ۶01-1 (N4‏ في الهدم 
والبناء . إذ يقوم هذا الأنزيم بهدم وإزالة النيوكليوتيدات في مواقع الفراغات أو 
الطفرات وثم بناء الفراغات مستخدماً نشاط البناء فيه » لذلك فأنه فى حالة اضافة 
نيوكليوتيدات موسمة شعاعياً فأنها ستأخذ مكانها فى عملية البناء وبالتالى الحصول 
على ن موت شعاعياً . تتميز المجسات الناتجة عن هذا التفاعل بإمكانية 
استخدامها فى أشكال مختلفة من التهجين ذلك لكونها ذات نشاط عال شعاعياً 
يكفي حتى لتابعة مورث دي نسخحة فريدة في حامضص نووي DNA‏ معن . هذا 
باللإضافة ا الحجم والتركيز المتميزين للمجس الحضر بهذه الطريقة 

يتضمن تفاعل ترجمة الثلم فعلا تحفيزيا لنوعين من الأنزعات وهما أنزم 
Pancreatic deoxyribonuclease (DNase IT)‏ وأنز ¢ بلمرة الحامض النووي 5N۸A‏ 
|لٺJş DNA Polymerase I (DAA Pol T1)‏ . 


يقوم الأنزي الأول بإحداث ثلم ءءال بصوره عشوائية في كلا شريطي 
الحامض النووي وعلى طولهما مؤديا إلى تكوين نهايات حرة هيدروكسيلية -3 
Phosphory¥1augawgag hydroxyl‏ -5 . 

بينما تلك أنزي بلمرة الحامض النووي (N4‏ الاول نشاطين رئيسين إذ يقوم 
بالعمل عند النهايات الحرة ويتضمن نشاطه الأول إزالة النيوكليوتيدات ابتداء من 
النهاية الخامسة وانتهاء بالنهاية الثالغة فى كلا شريطى الحامض النووي . ويتضصمن 
العا افا اة ال رداك اغا من الاد اا محم اشخان 
لنووي القدم كقالب للبناء وحيث إن واحداً أو أكثر من النيوكليوتيدات الموجودة في 
التفاعل موسمة بنظائر مشعة فأن الحامض النووي النااج يحتوي على بؤر إشعاعية 
وبذلك يتم الحصول على مجس . وحيث إن الحامض النووي الأصلي قد تم ثلمه في 
مناطق كثيرة لذلك فأن إضافة نيوكليوتيدات مشععة يكون أكثر وبزيادة عدد الثلم 
ES E‏ الإشعاعي وبالتالي زيادة قدرة اجس على تعقب نسخ ضئيلة من 
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المورثات وكمية قليلة من الحامض النووي N4‏ تصل إلى أقل من نصف بیکاجرام . 
ويذكر أتة کن استخدام مایکروجرام من الحامض النووي DNA‏ الموسم بواسطة هذه 


الطريقة (الشكل 5-6) . 


بعض العوامل المؤثرة في تفاعل ترجمه الثلمة 
يتأثر هذا التفاعل بالعديد من العوامل التي يمكن ان تؤدي إلى تقليل كفاءته . 
ومن هذه العوامل : 

| . التلوث : إن وجود مواد ملوثة مع كمية الحامض النووي (N۸‏ المستخدمة 
في التفاعل مثل بقايا الفينول والكلورفورم أو أملاح السيزيوم أو بروميد الأثيديوم أو 
بقايا البروتين » يمكن ن يؤدي إلى توقف عمل أنزي بلمرة الحامض النووي 5۸4 
١‏ لذلك فأنه من المفضل في هذا التفاعل تنقية الحامض النووي تامأ بواسطة 
أعمدة الفصل ٣٣5‏ »٠اه‏ أو الهلام وكذلك تقليل كمية الحامض النووي المستخحدم . 

2 تزكر الا ترات :إا زبادة او تقمضان ترك الا رمات الست دة فى 
التفاعل يکن أن يکون له تأثير عکسي على التفاعل . فزيادة الأ نزي DNase I‏ 4 
أن يؤدي إلى زيادة فعاليته عا قد يؤدي إلى تلف الحامض النووي المستخحدم في 
التفاعل أو تقطيعه إلى قطع قصيرة . كما أن نقصان تركيزه عكن أن يؤدي إلى الحصول 
على مواقع ثلم اقل من المطلوب . والحال أيضاً مع نزي البلمرة 1 01 N۸‏ الذي 
تؤدي زيادة تركيزه أو انخفاضها إلى تشويه انجس الحضر . 

3 .حرارة التفاعل : يحتاح هذا التفاعل إلى درجة حرارة منخفضة (15م) وإن 
أية زيادة في الحرارة تؤدي إلى زيادة في نشاط أنزي 1 0۸56 وبالتالي تؤدي إلى 
تحطيم اجس حيث يبدا الأنزيم بالعمل على اجس بعد الانتهاء من القالب . هذ 
بالإضافة إلى الخحصول على مجس متفرع . كما وجد بأن زمن التفاعل بدرجة الحرارة 
المناسبة يختلف ويتراوح بين 30 دقيقة إلى خمس ساعات وإن زيادة درجة الحرارة أو 
انخفاضها أو ريادة تركيز آلا نزي تؤدي إلى الحصول على مواد قليلة داخلة في التفاعل 
وبالتالي تزداد كمية الواد غير الممتدة في التفاعل عا يقلل من كفاءة اجس . 
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& 3 
ثلم 


DNase! aji 


TLI اا‎ 
TT 


icks ثلم‎ 
dGTP 
dCTP + 32P - dATP DNA PoLI 
dTTP 


(الشكل 5-6) : طريقة ترجمة 
lıلdi۾a Nick translation‏ 
ويلاحظ أن أنزيم بلمرة الحأمض 
النووي 1 (N۸ ٣٥1‏ يعمل على 
ردم التلم مستخدما نشاط الهدم 


١ 
ری)‎ 


4 
e 
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P2 ار‎ 
2 


وإعاده البناء مستخدما 
النيوكليوتيدات المتوفرة في 
التفاعل وحيث أن واحدا منها 
على الاقل موسم بنظير الفوسفور 
۳۶ لذلك فأنه سيتم إنتاج 


عيوب طريقة ترجمة الثلمة 
هناك عيوب لهذه الطريقة ومكن التغلب عليها بالخبرة في إنجاز هذا التفاعل 
ومن هذه العيوب ت 
1 . تحتاج هذه الطريقة إلى كمية كبيرة نسبيا من الحامض النووي 04 تقدر 


بواحد مايكروجرام وعلى الرغم من أنه يكن استخدام أقل من هذه الكمية في 
التفاعل إلا أن قوة اجس الإشعاعية ۷ا۷ااأءة ا؟أءعمS‏ تنخفض . 


3ا 


3 . السيطرة على عمل الأ نزعات الداخلة فى التفاعل . 


4 . لا عكن استخدام هذا التفاعل في توسيم الأحماض النووية مفردة 

اشر 

Primer extension 4ځداlıلا إطالة‎ 

يعتمد هذا التفاعل على قدرة نزم بلمرة الحامض النووي (N4۴٥1[1‏ على 
بناء نسخة جديدة تبدأً من بادثة مستخدما قالباً من الحامض النووي 24 المفرد 
الشريط . ومكن استخدام أطوال مختلفة من القوالب لإنتاج نسخ مختلفة الحجم . 
ونظرا لوجود نشاط هدم وبناء لهذا الأنزيم لذلك فأنه لا بد من استخحدام جزء الأنزم 
المسؤول عن نشاط البناء فققط . 

إن انزي بلمرة الحامض النووي 1 ۴١1‏ 4( مؤلف من جزئين من متعدد 
البيتيدأت الأول ثل الحجزء المسؤول عن نشاط الهدم بينما ثل الحزء الثاني والذي 
ا لمجزء المسؤول عن البناء والذي سمى بقطع كلينو ؟٤١عصعه۲؟‏ س0دءاK‏ معاملة 
الأنزم الأصلى بمأدة Subtilisin‏ أو بالأنزيم بروتییز Protease‏ . ويستحدم | الأنزي 
الآن بصورة شائعة في تحضير المجسات . 


طرق إطالة البادئات : 
أولا : تصنيع البادئة العو Random Primer Synthesis‏ 


وهناك نوعان من هذا التفاعل اعتماداً على نوع الأنزي المستخدم وهي : 


أ) تصنيع البادئة العشوائي باستخدام أنزيم قطع الكلينو : استخدمت هذه 
الطريقة عام 3 من قبل الباحثان فينبرج وفوجلستمن وانتشرت بعد ذلك . 

يحتاج هذا التفاعل إلى قالب من الحامض النووي ۸×( مفرد الشريط 
ومستقيم وبتركيز واطئ (حوالي 25 نانوجرام) ويعكن فصل الأشرطة المزدوجة بواسطة 
غلی محلول الحامض النووي بدرجة حرارة 0م لمدة عشر دقائق وترك الحلول بعد 
ذلك يبرد بدرجة حرارة الغرفة أو بإاضافة قاعدة مشثل محلول هيدرو کسید الصوديوم ¢ 
کما م استخحدام الحامض النووي المفرد الشريط للعاٹی M13‏ على سبیل الخال . 
يجري هذا التفاعل بوجود قالب الحامض النووي والنيوكليوتيدات اللازمه إصافة إلى 
وجود واحدة أو أكثر من النيوكليوتيدات الموسمة شعاعياً إضافة إلى بادئة والأنزي 
Klenow Fragments‏ و الہفر الخاص بذلك . لوحظ أن كفاءة هذا التفاعل تکون ف 
أفضل حالاتها عندما يتم التفاعل بدرجة حرارة 25م وعندما يكون تركيز القالب 
5 نانوجرام حيث يكن ان تصل نسبة المواد الداخحلة في التفاعل وتصنيع اجس 
الو ارعن 0 خلال ثلاث ساعات . 

ويعود انتشار استخدام هذه الطريقة ا إمكانية ألخصول على قوة إشعاعية 
عالية إضافة إلى أنه يكن استخدام حامض نووي غير نقى نسبيا كقالب مشثل 
احتوائه على بعض الهلام أو وجود قلوية فيه . كما يمكن إجراء التفاعل بدرجات 
حرارة تزيد على درجة حراره الغرفة حتى درجة 37م . كما يكن الحصول من هذا 
التفاعل على مجس رک ما بن 30-5 تانوجرام وهو ما يکفي لتعقب مورثات 
حتى بنسخة واحدة (الشكل 6-6) . 
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Hexanucleotide sequences 


شريط مفرد من قالب الحامض النووي DNA‏ 
الطلوب تصنيع مجس منه وعكن استخدام حامض 
نووي (N۸‏ حلقي مقرد . 


ارتباط البادثات عشوائياً وفي 
e N UL UL U‏ 5 


OH OH OH 
32P 
dATP + dTTP أنزم قطع كلينو‎ 
dGIP dCTP Klenow fragments 
32p 
۲۴22 مواقع النيوكليوتيد ات الموسمة بنظير الفوسفور‎ ** 4 sk ok o 
فصل الاشرطة‎ 


ب اجس الموسم بنظير الفوسفور ۳۸2 


(الشكل 0-0): تضاعل البادئة العشوائي باستخدام أنزيم قطع الكلينو ويلاحظ استخدام 
بادئات تر واا على قالب الحأامض النووي المستخدم حيت يبدا الأنزيم بردم الضراغات 
مستخدماً النهايات الهيدروكسيلية الحرة من البادئات 


ت تصنيع البادئة العشوائي باستخدام نزم الاستنساخ العكسي ع۲5ء۷ءR‏ 
transcrıptase‏ : 

يعتمد هذا التفاعل على قدرة أنزيم الاستنساخ العكسي على تصنيع نسخة 
حامض نووي 04 من قالب مؤلف من الخامض النووي R۸‏ . يحتاج هذا 
التفاعل إضافة إلى قالب الحامض النووي ۸R N4‏ بادئة مؤلفة من متعدد 
الغاعين ١0-4عا0‏ والنيوكليوتيدات اللازمة ووجود واحد أو أكثر منها موسمة 
إشعاعياً إضافة إلى . يجري هذا التفاعل بدرجة حرارة 37 م ومكن الحصول 
ي مجس عالي القوة الإإشعاعية وبتركيز مناسب a‏ 
التفاعل . كثيراً في تصنيع الحامض النووي المحمم 204۸ء وخصوصاً الشريط الأول 
منه . ويعاب على هذا التفاعل محدودية استخدامه واستمرار الأ نزي بنسخ جميع 
قالب الحامض النووي ۸×4 . 

يعتبر تفأعل تصنيع البادئات سواء بأاستخدام نزي قطع الكلينو أو الاستنساخ 
العكسي تفاعلا جيدا لأنه يؤدي إلى الحصول على مجسات نقية وبتركيز أكثر من 
E‏ الملستخدم ف فى التفاعل . ولكن بقارنته مع تفاعل ترجمة ة ألثلمة فأن 
کک الناج قلیلا إل أن تفاعل تصنيع الىادئات بأستخحدام 


1 


بفضل e‏ مجس النشأط e‏ وقليل n‏ 

ثانياً: تفاعل البادئة المغردة 

النووي كما هی الخال فى توسيم مجس نلعاثى N13‏ فى مثل هذا التفاعل فانه يتم 
استخدام حوالي 50 نانوجرام مر حيط أو شريط العاثي 113 و2 نانوجرام من 
البادئه ويبدأً الأنزيم عمله س النهاية الثالثة أو الخامسة اعتمادا على مكان التفاف 
البادئة قالب شر یط اخامص النووي للعائي . فلو افترضنا بأنه لذينا عاث مودي 
و 8 مورث معن قانه عند التفاف البأدنة ص النهاية الخامسة للعاثي فان عملية 
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البناء تبدأ للناقل (من نهاية المورث المهندس وراثیا) ويمكن بتحديد كمية المواد 
الداخلة بالتفاعل السيطرة على عمل الأنزي بحیت يتوقف البناء عند نهاية الناقل 
فقط دون بناء نسخۀ للمورث وذلك باضافة مادة E7۸‏ لایقاف التفاعل بعد فترة 
وجیزه . وهکذا يكن الحصول على مجس موسم شعاعيا للناقل فقط ويمكن 
استخدامه في تعيين قطع المورث في فلتر يحتوي على قطع مختلفة من الناقل 
والمورث . 

أما فى حالة التفاف البادئة حول النهاية الثالثة للقالب فأن عملية البناء ستبداً 
من بداية المورث المهندس وتنتهي ببناء نسخة من القالب جميعه (الناقل والمورث) . 
وعكن بعد ذلك فصل المورث واستخدامه كمجس كما يكن استخدام الناقل لوحده 
کمجس خر 4 وتستحدم مثل هذه الطريقة على نطاق واسع في حصير ااات 
الخاصة بتقنية بصمة الحامض النووي 0۲٦۲م۲٤ ۴٣2‏ ۸×( وكذلك لایجاد الخرائط 
الوراتة ر الک 06+ 


توسيم نهايات الحامض النووي Ends Labelling‏ 
يتم فى هذه الطريقة توسيم نهايات الحامض النووي 5-٥١4 . 3-١4‏ عن طريق 
البناء . ويذكر بأن القوة الإشعاعية للمجسات المحضرة بهذه الطريقة قد تكون 
رخف اغا على طول الترددات التي تم فيبها البناء دة اة الا فان 
تزداد فرصة دخول النيوكليوتيدات الموسمة إشعاعيا وبالتالى تزدأد الكفاءة أو القوة 
هناك غعدة طرق فى توسيم التهايات اعمادا على النهانة المستخددة وهي : 
ولا : توسيم النهاية الخامسة 5-14 ` 
وهي طريقة شائعة في دراسة تسلسل نيوكليدتيدات الحامض النوري 0×4 . 
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التفاف البادئة حول النهاية !لخامسة التفاف البادثة حول النهاية الثالثة 


3 اضافة البادئة 
2 2 


dATP + dGTP 
dCTP + dT TP 
Klenow 32p 32P eo 
fragments fragments 


۹ € ٌ 
x ⁄ “‏ ر 
\ 1 ۱ 1 
1 1 1 
1 1 1 1 
١‏ ۱ 1 ! 
1 ۱ 1 ۱ 
ر 1 1 1 
٩ 2‏ / \ 
ر x‏ ر X‏ 
ا ا ا e‏ 
:ا ۰ 3 > 
سل موسم EE‏ الفوسفور 2p‏ مس موم ر بنظیر الفوسفور 32p‏ للعاڻي 
ٹی N13‏ فقط والمورث المهندس معه 


(الشكل 7-6): تفاعل البادئة المفردة باستخدام العاثي ١13‏ المهندس وراثياً وأنزيم قطع 
الكلينو ويلاحظ بان نوع المجس يختلف اعتمادا على موقع ارتباط البادئة والسيطرة على 
ظروف التفاعل 
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تعامل قطع الحامض النووي بأنزي الفوسفاتيز القاعديعكة)!مءهhطP Alkaline‏ 
بوجود الادنين ثنائي الفوسفات ۴ حیث تتم إزالة الفوسفور من النهاية الخامسة 
ونقله إلى الأدنن ثنائي الفوسفات ثم يضاف الأنري T4 polynbucleotide‏ 
٤ا‏ (المعزول من بكتريا القولون 1ا0ء.E‏ المصابه بالعاثي 14) الذي يقوم بإعادة 
فسفرة النهاية الخامسة وبوجود نظير الفوسفور 32 فأنه يتم توسيم النهاية الخامسة 
إشعاعيا (الشكل 8-6) . 
ثانياً: توسيم النهاية الثالثة 4١ء-3‏ 

توسم النهاية الثالثة في هذا التفاعل عن طريق استخدام قطع حامض نووي 
[N4‏ مکسورە بأنزم قاطع يضاف إليها الأ Teminal dioxynucleotidyl TdT gj:‏ 
Transferase‏ وهو أنزي مؤلف من بروتين ذي وزن جزيئي يبلغ حوالي 33,000 
ويسلك سلوك أنزي بلمرة الحامض النووي 0١4‏ في البناء إلا أنه لا يحتاج إلى 
قالب لبدء البناء . 

يقوم أنزيم 111 بإضافة النيوكليوتيدات إلى النهاية الثالثة دون اعتبار لنوع نهاية 
الحامض النووي (عمياء أو لزجة) . وبوجود نيوكليوتيدات موسمة إشعاعيا فأنه سيتم 
توسيم النهاية الثالثة لقطع الحامض النووي . كما يكن استخدام قطع حامص نووي 
ذات ثلم في هذا التفاعل . ويتم في هذه الطريقة إنتاج مجس ذي قوة إشعاعية متازة 
(الشكل 9:6 

کما کن استخدام الا نزم e258‏ ”,آ0م (4) اه۴ لتوسيم النهاية الثالثة عند 
استخدام الحامض النووي ۸١4‏ كقالب لإنتاج مجس موسم ويحتاج هذا التفاعل 
عندئذ إلى انز اللحام 6ع (N4‏ 14 ونيوكليوتيدات موسمة الأدنن . 
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(الشكل 5-6): توسيم النهاية الخامسة لمجس 1۸[ حيث يزيل أنزيم الفوسفاتيز القاعدي 
ذرات الفوسضور من النهاية الخامسة ونقلها إلى جزئيات الأدئين شنائي الفوسفات بينما تعمل 
قسفرة متعدد النيوكليوتيدات على إعادة ذرات الفوسفور وياستخدام الفوسفور المشع فانه يتم 
توسيم النهايات الخامسة لأشرطة الحامض النووي (N4‏ 


ر 


11 نزي‎ dNTP 


(الشكل 9-6): استخدام انزيم 141 في توسيم النهاية الثالثة للمجسات ويضيف هذا 
الأنزيم النيوكليوتيدات في النهاية الثالثة دون اعتبار لنوع قطع الحامض النووي N۸‏ 
المستخدمة كما لا يحتاج لبادئثة في البناء 


وفي كل من طريقة توسيم النهاية الخامسة والثالثة فأنه من الممكن استخدام 
شريط مفرد أو مزدوج من الحامض النووي إلا أن كفاءة التوسيم تكون عالية 
باستخدام الشريط المفرد . كما تحتاج هذه التفاعلات إلى كمية وافرة من الأ نزعات 
وتعتمد قوة النشاط الإشعاعي للمجس على قوة النشاط الإشعاعي للنيوكليوتيدات 
الموسمة uci , 3000 uci‏ 6000( . 
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شالا ترميم نهاية الحامض النوaوي End repair Labelling‏ 

يتم في هذا التفاعل استخدام ا حامض نووي مزدوجة الشريط معاملة بأنزي 
قاطع ولايهم إذا كانت القطع لزجة أو عمياء وتقوم الأنزعات المستخدمة في هذا 
التفاعل بترميم نهايات قطع الحامفض اف غيرالمتساوية الطول (اللزجة) وبهدم جزء 

من النهاية الثالغة للأشرطة المزدوجة المتساوية الطول ڈ ثم بنائها مرة أخحرى وباستخدام 

نيوكليوتيدات موسمة إشعاعياً فأنه يتم توسيم هذه النهايات للحصول على مجس 
موسم إشعاعيا . 

ونظراً لاحتلاف الأ نزعات المستخدمة في أجزاء هذا التفاعل فإن هناك تفاعلين 
رئيسين هما : 

أً) الترميم باستخدام أنزيم قطع الكلينو 

يحتاج هذا التفاعل إلى قطع حامض نووي (N۸‏ مزدوجة وغير متساوية 
الطول حيث يتم الترميم من موقع النهاية الثالثة للاشرطة القصيرة . ويقوم الأ نزم 
باستخدام النيوكليوتيدات غير المزدوجة في النهاية الخامسة كقالب لترميم النهاية 
الثالثة وذلك بو جود النيوكليوتيدات الحرة اللازمة والتي لا بد أن يکون أحداها على 
الأقل وتا شعاغا وا لحساسية الأنزيم المستخدم لذلك فأنه يفضل إجراء هذا 
التفاعل بدرجة حرارة الغرفة ولدة 15 دقيقة لتجنب حصول تثبيط انعكاس فى 
فعالية الأنزيم. ۰ 

كما يكن استخدام أنزي بلمرة الحامض النووي N4‏ الأول 1 اه۴ 5×4 
لإجراء هذا التفاعل بعد تشبيط نشاط الهدم فيه وذلك بإجراء التفاعل في وسط 
ملحي عالي التركيز ودرجة حرارة منخفضة (10-5م) . 

ب) الترميم باستخدام الأنزم T4 DNA Polymerase‏ 

يشابه الأنزيم اه۴ 0۸4 14 في فعاليته أنزيم بلمرة الحامض النووي 5×۸ 
الأول ولكنه يختلف عنه في اتجاه تفاعلاته حیث یبدا نشاط الهدم فيه من النهاية 
الغالثة نحو الخامسة (3 ©5 ) بينما يبدأ نشاط البناء من النهاية الخامسة نحو 
الثالثة(5 >3 ) . يستخدم هذا الأنزيم بالتوسيم بطريقة تسمى بالتصنيع الإحلالي . 
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Replacement Synthesis‏ حیث يقوم الا نزم بوجود قطع حامض نووي 
مزدوجة فقط دون وجود نيوكليوتيدات حرة (تضاف فيما بعد) بخلق ثغرة في موقع 
النهاية الثالثة من الأشرطة ف نشاط الهدم فيه وعند إضافة النيوكليوتيدات 
الموسمة اشغاغا فأنه يقوم بترميم هذه الثغرات عن طریق إضافة الوک دات 
اعتمادا على قالب النهاية الخامسة . ويمكن في هذ! التفاعل استخدام أشرطة مزدوجة 
متساوية أو غير متساوية الطول كما آنه لا بد من الذكر أنه لا ك الأنزم يعمل 
ا ع 

ويذكر أن قوة السات الإشعاعية الحضرة فى هذه الطرق تكون عالية ويمكن 
استخدامها في تتبع وقراءة تسلسل نيوكليوتيدات الأحماض النووي 5×N۸(‏ .۸۸۸) 
وبناء الخرائط وتحديد مواقع الأنزمأات . 


تصنيع مجس الحامض النووي الريبوزي ۸۸×4 

يشتمل هذا التفاعل على استخدام أنزي بلمرة الحامض النووي R١4‏ 
RNA Polymerase‏ . يحتاج هذا الأنزي لأجل البدء فی عمله إلى منطقة محفز 
Î Promoter‏ منها 2 مجس الحامض النووي ۸ . فلو آرید تصنيع مجس 
A‏ تم شاا لقطعة حامض نووي [N4‏ فأنه يجب هندسة هذه القطعة إلى 
ناقل أاستنسأخ Transcription Vector‏ بحيث تقع القطعة المرأد هندستها بين 
محفزين (لاحظ فصل نواقل الهندسة الوراثية) . 

يتم بعدها قطع الناقل بحيث يتم الخصول على قطعة الحامض النووي محاطة 
منطقتي الحفزين .عندها تضاف النيوكليوتيدات الموسمة إشعاعيا مع ر الى 
التفاعل ويضاف أنزيم الاستنسأح العكسي Reverse transcriptase‏ أو نزي ا 
الحامضص النروري RN4A‏ (اعتمادا على نوع الحفزات فمشلاً عندما تکوں امحفزات 
به فأنة تخد أنزم 1 RNA۸‏ وعندما تکون احفزات ر اتحیة ہم آنرے 
الاستنساخ العكسي مع بعص الود في هذه إل وم . طني جج 
يسمح الاستنساخ E A‏ التفاعل من اللهاية ‏ لنامسة عادة . وبعد 
الاتتهاء ا فأنه من الضروري TT‏ ب قطعة الحامض النووي 
1"4 وذلك بإضافة نزي DNase‏ النقي جدا. ويكن بعد الانتهاء من التفاعل 
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والتخلص من القالب استخدام اجس في التهجين دون تنقية . إن هذا التفاعل يتميز 
با لحصول على ترکیز عال من انجس يتراوح بين 350-250 e‏ وباتحاد يصل 
إلى أكثر من %80 وقوة إشعاعية عالية (الشكل 10-6) وتعتبر المجحسات الحضرة بهذه 
الطريقة ذات حساسية عالية . 


FSR 
a e © 


ا للحم Ligase‏ 


کح ٩))‏ حفر ات Promoters‏ 


Ln as n n ıı n | + GEILCTTTTTTD 
مورٹ معین‎ 
32 
i Pp“ 
E e E JATP P 
0ل 01ل | العكسي أو بلمره ا‎ 
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(شكل 0-6 1): طريقة تحضير مجس ۸N.۸‏ من قالب .[([[N۸‏ إن أنزيمات بلمرة الحامض 
النووي N۸‏ ۸ المستخدمةفي هذه الطريقة تحتاج إلى محفزات متخصصة حسب نوع الأنزيم 
لذلك يتم اللجوء إلى نواقل الاستنساخ لريط قوالب الحامض النووي (N۸‏ الى هذه 
المحفزات 
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تفوق حساسية الجسات بالطرق السابقة الأخرى ويمكن استخدامها في شتى 
أنواع التهجين الخاص بالأحماض النووية أو البروتينات . 

كما يمكن إجراء هذا التفاعل بصورة أخرى وبكفاءة أكبر وذلك عند استخدام 
قالب حامض نووي (N4‏ حلقي . حيث وجد أن نسبة الاتحاد فى هذا التفاعل أكثر 
من سابقتها . 

تتم الطريقة الثانية لهذا التفاعل بهندسة قطعة الحامض النووي 5×4 
(القالب) بين موقعي محفزي الناقل 13 . وباستخدام بادئة بالقرب من النهاية 
الثالغة ونيوكليوتيدات طبيعية فأنه يمكن ازدواج حلقة الناقل جزئيا عن طريق بناء 
حلقة ثانية بإضافة أنزيم قطع الكلينو وابتداء من النهاية الثالثة للبادئة باتجاه القطعة 
المهندسة ثم يضاف الا نزي ۲۵58١”رام۴ R۸4‏ 17 اضافة إلى النيوكليوتيدات 
اموسمة إشعاعياً والبفر الحاص حيث يبدا هذا الأنزيم بتصنيع مجس ۸١4‏ ابتداء 
من منطقة الحفز الاولى مارا بالقالب وانتهاء بمنطقة الحفز الثانية . ويعيد هذا الأ نزي 
دورة الاستنساخ عده مرات لكل قالب ممأ يزيد من تركيز اجس وكذلك قوته 
الإشعاعية (الشكل11-6) . 
تحضير المجسات غير المشععة 

تتضمن طريقة تحضير هذه امبجسات عدم استخدام مواد مشعة في التوسيم 
والاستعاضة عنها مواد أخرى غير مشعة مثل البايوتين 8101١‏ والسايتدين المسلفن 
Sulphonated Cytidine‏ ولرک Fluoreny|‏ aminoاAcety‏ وتتداخحل هذه المواد 
بين أشرطة الحامض النووي Inter calation‏ أو ترتہط مح النيوكليوتيدات . ولهذه 
المواد القابلية على إعطاء إشاره معينة كالضوء واللون عند معاملة اجس مواد أخرى 
مثل الافدين «1ل۸۷1 والسترب أفدين ”ل4۷1 م51۲۴ . ويعتبر البايوتین أكثر المواد 
غير المشعة المستخدمة في تحضير الجحسات الموسمة . 

البایوتن هو أحد فیتامینات 8 مؤلف من نيوكليوتيد بايوتيني Biotinylated‏ 
"veti‏ ذائبة في الماء (الشكل 12-6) . 
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dATP, dUTP 
dGTP, dCTP T7 RNA 
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(الشكل 1-6 1 ): طريقة تحضیر مجس ۸"۸ باستخدام حلقة [N۸‏ کقالب. تتمیز هذه 
الطريقة بالحصول على تركيز عال من المجس وبقوه إشعاعية عاليه 
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O 
[ 
H-N N-H 
H-C C-H 
H2-C CH-(CH2), COOH 


(الشكل 12-6): التركيب الكيمائي للبایوتین 81011 


للسنا ننلا ل/لنبا 
ورقة فلتر تحتوي على قطع 
لللا نللا بتلنن حامض نووي 


کک 


جزيثات البأيوتين 


تهجين الورقة بالبايوتين 


ا 


الاشارة بالاشعة فوق البنفسجية 


(الشكل 13-6 ): طريقة التهجين بواسطة مجس بايوتيني حيث يتم ارتباط البايوتين مع 
قالب المجس ۸[ انزيمياً ثم استخدامه في التهجين 
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يتحد البايوتين مع شريطي الحامض النووي بطريقة التداخل الشبيه بتداخل 
مركب الاثيديوم برومايد وباستخدام مركبات مثل الأفدين والسترب أفدين فأنه يكن 
الحصول على إشارة واضحة . كما يكن استخدام مركبات ذات مجاميع نشطة ضوئيا 
مل الاستيل امينو فلورونيل التي تتفاعل مع قواعد البايرميدين ويكن تعقبها بواسطة 
الطرق الأ نزيمية أو المناعية . 

وعلى الرغم من أهمية هذه الطرق في تحضير امجسات إلا أنه لا يكن 
استخدامها لتعقب مورثات ذات نسخة فريدة واحدة كما هى الحال فى الكثير من 
مورثات اللبائن والأحياء الراقية الأخحرى (الشكل 13-6) ۰ 

كما أن هناك طرقاً أحرى يستخدم فيها التوسيم المناعي لأجل الكشف عن 
العيوب في المورثات أو البروتينات . فمشلاً يكن الكشف عن العيوب الوراثية عن 
اف ع ارو ات 2 ا هة :تلا ب رطان الد ا 
Chronic melogenous Leukemia ( CML)‏ مع صبغي الفلادلفيا الذي يحتوي 
على انتقال صبغي بين الصبغي 22 والصبغي9 ينتج عنه وجود المورث السرطاني 
الابتدائى 1طه-ء بجانب المورثات المناعية إءط . لذلك فأنه باستخدام مواد مناعية 
ا فأنه بالإمكان الكشف عن البروتين الهجين الذي E‏ مع صبغي 
الفلادلفيا . ويمكن تطبيق نفس الطريقة في كشف البروتينات غير الطبيعية الأخحرى . 


توسيم الخلايا الحيه 

بالإضافة إلى الطرق السابقة التى تم الحديث عنها فأنه من الممكن استخدام 
النظائر المشعة فی تعليم ال كات البأيولوجية داخحل الخلايا الحية . ومكن استخدام 
جميع أنواع النظائر في هذا التوسيم بصورة مباشرة أو مرتبطة مع مواد أخرى مثل 
الاعندين والسايتدين وکلورید الأمونيوم وغيرها . ویشترط کی هذه التجارب أن تکون 
العناصر المشععة هي المصدر الوحيد للخلايا الحية في الوسط الغذائي 

فمثلا يستخدم كلوريد الأمونيوم الذي يحتوي في تركيبه نظير النتروجين 14 أو 
5 كمصدر وحيد للنتروجين فى الوسط الغذائى . لذلك فأنه عند تنمية البكتيريا 
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مشلا على هذا الوسط فأن البكتيريا تكون مجبرة على استخدام نظير النتروجين في 
فعالياتها الفسلجية ونتيجة لذلك فأنه عند تضاعف الأحماض النووية فأن الأجيال 
الجديدة منها ستكون موسمة بنظير النتروجين . كما مكن تنمية القمم النامية لجذور 
النباتات في محلول يحتوي على نظائر مشعة كمصدر وحيد لأجل مراقبة 
الانقسامات وغيرها . 

وهكذا فأنه يكن الكشف ومتابعة تفاعل معين داحل الخلايا بهذه الطريقة . 
وتستخدم مثل هذه الطريقة بشكل واسع في دراسة تضاعف المادة الوراثية في الأحياء 
بدائية النوى مثل البكتيريا والرواشح وكذلك الأحياء حقيقية النوى . كما تستخدم 
أيضا في دراسة اتجاهات تفاعلات البلمرة ودراسة الصبغيات وغيسر ذلك . 


(الشكل14-6) . 
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إصابة البكتيريا بالعاثيات 


تنمية البكتيريا المصابة بالعاثيات على وسط غذائي يحتوي على نظير الكبريت ”(8) 
كمصدر وحيد للكبريت لأجل توسيم الأغلفة البروتينية للعاثيات الحديدة أو يحتوي 


على نظير الفوسفور ”(۴) كمصدر وحيد للفوسفور لأجل توسيم الحامض النووي 
للعائيات الجديدة 


١ 


حامض نووي موسم 
بنظير الفوسفور 32 


عاف موسم بظير الكبريت 35 


الاجيال الجحديدة من العاثيات 


(الشكل 14-6) : إحدى الطرق المستخدمة في التوسيم داخل الخلايا ويلاحظ بأنه 
بالإمكان الحصول على بروتينات وأحماض نووية موسمة بهذه الطريقة ويمكن 


استخد امها لمراقبة تصنيع البروتينات أو الاحماض النووية وغايات أخرى عديدة 
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Automated solid plase method aيلî¥ا تصنيع المجسات بالطريقة الحافة‎ 

يمكن تصنيع مجسات الحامض النووي N4‏ أو ۸١4‏ بطريقة الحالة الجافة 
الآلية ذلك بإضافة وحدات مفردة نشطة إلى حبيبات من الزجاج أو الترشيح 
7۴ حيث ترتبط الوحدة الأولى مع الخحبيبة الزجاجية ثم ترتبط مع هذه وحده ثانية 
وثالنة وهكذا . إن الوحدة الآحادية النشطة المستخدمة هي ديوكسي ريبو نيوكليوتيد 
-3 فوسفور اميتدıر Deoxyribonucleoside 3, phosphor amiditesS‏ وتسمى 
Protonated phosphoramidite Ld‏ وهي مشابهة للنيوكليوتيد الطبيعي وحمل 
قاعدة نايتروجينية إلا أنها لا كن أن تحل في تفاعل البلمرة دل فر الكل تك 
الطبيعي نظرا لوجود مجاميع كيمائية إضافية (الشكل 15-6) . وفي تفاعل الحالة 
الجافة فأنه يمكن بتفاعلات كيميائية مختلفة التخلص من امجاميع الإإضافية وربطها 
کنیوکلیوتید طبيعي . 

وعكن الحصول على هذه الوحدات وبقواعد نتروجينية مختلفة . يتم تصنيع 
مجس معن معروف الترددات وذلك بإضافة وحدة نشطة تحمل القاعدة النتروجينية 
الأولى في التردد المطلوب تصنيعه حيث ترتبط ذرة الأوكسجين لذره الكاربون الثالثة 
فيه مع الراتنج ج المرتبط مع الزجاج . تزال بعد ذلك مجموعة DMT‏ المرتبطة مع ذرة 
الأوكسجين للكاربون الخحامس عن طريق اضافة حامض الخليك ثنائي الكلوريد 
acid‏ oroacetieاDich‏ تتم بعد ذلك اضافة الوحدة النشطة الثانية التي تحتوي على 
القاعدة النتروجينية الثانية في التردد اللطلوب تصنيعه . ترتبط ذرة الفوسفور للكاربون 
الثالث في الوحدة الجحديدة مع ذرة الأوكسجين للكاربون الخامس في الوحدة الأولى 
المرتبطة مع راتنج الحبة الزجاجية . 

إن الفوسفور فى الفوسفيت ثلائثى الأستر الذي يمثل منطقة ارتباط الوحدة 
الأولى مع الانة هو ٿلائي التكافو ولأ جل تحويله الى فوسفور خماسي التكافؤ ماثل 
لا هو في النيوكليوتيدات الطبيعية فأنه يضاف اليود لأجل أكسدته وتحويله إلى 
فوسفور ثلاڻي الأستر . تزال بعد ذلك مجموعة 0N‏ بنفس الطريقة السابق في 
الوحدة الاولى وحينئذ يزداد طول السلسلة المجديدة بمقدار وحدة واحدة . وهكذا 
تضاف الوحدات واحدة بعد الأخرى اعتماداً على تسلسل ترددات اجس الطلون 
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(الشكل 5-6 1 ): طريقة تصنيع أشرطة الحامض النووي 4[ في الحالة الجافة بواسطة 
الفوسفيت ثلاثي الأستر 


241 


ومكن الحصول على مجس موسم اشعاعياً باستخدام وحدات نشطة تحتوي 
على نظير الفوسفور 32 بدلاً من الفوسفور الطبيعي . وتستغرق كل دورة (إضافة وحدة 
واحدة) حوالي عشر دقائق . 

تعتبر هذه الطريقة جيدة في تصنيع سلاسل الحامض النووي حيث إنه في کل 
نهاية خطوة أو دورة يتم التخلص من النواتجح الجانبية وبعد تهيئة الترددات المطلوبة تتم 
إزالة مجاميع اميل الوأقية للفوسفات بإضافة الفينول الكبريتي اThiopheno‏ ویحرر 
شريط الحأمض النووي من الحبات الزجاجية بشق رابطة الاستر بين مجموعة 
الهيدروكسيل لذرة الكاربون الشالشة في الوحدة الأولى والراتنج المرتبط مع الحبات 
الزجاجية عن طريقق إضافة محلول مركز من هيدروكسيد الأمونيوم ثم تزال مجاميع 
البنزويل والايزوبيتريل 1إارا!اطهء] من القواعد النتروجينية بتسخين أشرطة الحامض 
النووي مع هيدروكسيد الأمونيوم .(الشكل 16-6) . وعكن تنقية لمنتح بواسطة طرق 
التنقية الختلفة . يكن استخدام الجسات الموسمة إشعاعيا والحضرة بواسطة هذه 
الطريقة في البحث عن تتابع مكمل في جزيء طويل من الحامض النووي 0×4 أو 
حتى فى صبغى . كما يكن استخدامها كبادتات فى عملية بلمرة الحامض النووي أو 
2 ن الأوراق الختلفة . ۰ 


DMT - O -CH2 “+ ا‎ 


DMT: Dimethoxytrityl 


E P- N CH3 

<IS‏ ا 

4 b2 
e 0 


(الشكل 16-6( : تركيب الوحدة النشطة Protonated Phospbhoramidite‏ الستخدمa‏ 
في طريقة الحالة الجافة آلالية. 
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تون 2 ف 
طرق تهجين الأغشية 
-وذمة ساوثرن 
-تهجين أوراق النتروسليلوز أو النايلون 
-وذمة نورثرن 
-تبقيع الحامض النووي 
-تبقيع مستعمرات البكتريا أو العاثيات 
-تهجين الت حضيرات الخلوية 
-تهجبن البروتينات أو ذمة ويسترن 
قراءة تسلسل ترددات الحامض النووي 
-طريقة ماكسام وجلبرت 


-طريقة ساأانجر وكولسون 
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إن تحليل الحامض النووي عبر استخدام الأ نزات القاطعة والهجرة الكهربائية لا 
يعطي الصورة الواضحة واللازمة عن محتويات قطع الحامض المهجرة إذ أن أطوالها 
مختلفة » إضافة للأعداد الهائلة منها والتي تختلف اعتماداً على حجم مجين 
Genome‏ اإلکائنات . 


كما أن قطع الحامض النووي تلك تحتوي الكثير منها على عدد من المورثات › 
وحيث إن هندسة مورث معين يحتاج على الأقل معرفة وتحديد قطعة الحامض 
النووي التي تحتويه لأجل عزلها وتقطيعها مجددا . لذلك فأن تقنية تهجير قطع 
الحامض النووي عبر الهلام أو الاكرليمايد أو غيرها في حقل كهربائي تبقى غير 
مفيده في هذا ا لجال . لهذا تم التفكير في اكتشاف طرق أخرى تحقق هذا الهدف . 

لقد تمت الاستفادة في هذا الموضوع من المعلومات المتوفرة حول نشاط عمل 
نزات بلمرة الحامض النووي والمعلومات المتوفرة حول قدرة ترددات الحامض النووي 
على الارتباط لتكوين أزواج من الأشرطة إلى التفكير باستخدام نفس المبدأ لتهجين 
الأحماض النووية والكشف عن مورثات معينة مستهدفة عبر توفير ظروف محددة 
ومجسات موسمة إشعاعيا تمل نظائر المورثات المطلوب عزلها . وفي عام 1975 ظهرت 
أول طريقة لتهجين الحامض النووي D4‏ سميت وذمة أو وصمة ساوثرن -1اuاه؟‏ 
ern Blot‏ باسم مختشقها . 

بعدها ظهرت طرق أ خرى لتهجين الحامض النووي ۸١4‏ وتهجين البروتينات 
و طرق أخرى . إن أي شريطين مفردين من الحامض النووي لهما القابلية على 
الارتباط مع بعضهما عن طريق ارتباط قواعدهما النايتروجينية . حيث إن أغلب هذه 
الارتباطات تكون غير مستقرة وضعيفة مالم تكن النيوكليوتيدات في كلا الشريطين 
متکاملة Complementary‏ »ولا يح صل أيضا ذلك فقط بين أشرطة الحامض 
النووي 04 بل یمکن أن يحصل أيضاً مع شريط 8×4 وآخر 5×۸ أو ۸۸4 . 
لذلك فأن هذه التقنية توفر الإمكانية لمعرفة مورث معبن على سبيل المثال كما توفر 
القدرة على معرفة عدد نسخ المورثات في مجين معين أو اكتشاف التغيرات الحاصلة 
فيها مثل الحذف والإضافة والطفرات الوراثية وغير ذلك . 
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ونظرا للتطور الذي حصل في تقنيات التهجين فأن هناك الآن عدداً منها . 
أ-تهجنن الÎغشية Filters hybridizai0¬‏ 
1- وصمة ساوڻرڻ Southern Blotting‏ 
2- وصمه نورڻرن 1£ 8|01 Northern‏ 
3- تبقع الحامض النووي 810٤‏ )0 
ب-~ تهجين التحضيرات |خزglوية Insitu Hybridization‏ 
ج- تهجىن lلرgتliıٽت Western Blotti1g‏ 
د- قراءة تسلسل ترددات الحامض النووي DNA 5eqUenc11g£‏ 
تهجين الأخشية 
يستهدف هذا النوع من التهجين إلى تهجين قطع الحامض النووي بعد نقلها إلى 
أوراق خاصة وتثبيت الحامض عليها وهو بصوره أشرطة مفردة . 
تختلف طبيعة الأوراق المستخدمة في هذا التهجين إلا أن أشهر أنواعها وأفضلها 
هي أوراق النتروسليلوز وأوراق النايلون التي يطلق عليها ١0طر8‏ . إن لهذه الأوراق 
القدرة على الاحتفاظ بالا حماض النووية نظراً لطبيعتها الكيمياثية الحورة لأجل هذا 
الهدف . 


طرق تهجين الأغشية 
طريقة وصمة او وذمة ساوڎثرن :Southre1 Blot‏ 


تتلخص هذه الطريقة في تهجير قطع الحامض النووي (N4‏ المعاملة بالا نزي 
القاطع عبر هلام الأجاروز في حقل كهربائي ثم معاملة الهلام معاملة خاصة بواسطة 
محاليل وثم نقل قطع الحامض النووي إلى غشاء . 
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يتم معاملة هلام الأجاروز الذي يحتوي على قطع الحامض النووي اولاً :بواسطة 
محلول حامض الهيدروكلوريك (0.25 مولاري) لمدة عشر دقائق لأجل تكسير قطع 
الحامض النووي وهي في الهلام إلى قطع صغيرة لتسهيل انتقالها إلى الغشاء ينقل 
الهلام بعدها إلى محلول قاعدي (مثلا محلول مؤلف من 0.5 مولاري هيدروکسيد 
الصوديوم و 1.5 موري ملح كلوريد الصوديوم) لمدة ساعة واحدة حيث يعمل الحلول 
القاعدي على فصل أشرطة الحامض النووي عن بعضها البعض وثم تتم معادلة 
الأسس الحامضي للهلام بغمره في محلول متعادل (مثل الحلول 1.5 مولاري کلوريد 
الصودیوم 0.5 مولاري تریس-کلور 0.001 مولاري ٤51۸‏ 7.2, ۶۴) لمدة 45 
دقيقة يكون هلام الأجار في هذه المرحلة سهل التهشم لذلك يراعى الاهتمام الزاثد 
في طريقه حمله من الحلول ونقله الى وعاء التنافذ (يكن استخدام وعاء الهجرة 
الكهربائية فى ذلك ءاعه۸مه۲)ءهE1)‏ يتألف جهاز التنافذ أو اللامتصاص الشعيري 
من وعاء ذي خزانين جانبيين للمحاليل ومنصة وسطية مرتفعة . 

يتم وضع البفر أو الحلول المستخدم في الأمتصاص الشعيري في الخزانات 
ا لجانبية (يكن استخدام محلول (©10×55) 87.7 غرام كلوريد الصوديوم و 44.1غرام 
سترات الصوديوم تذاب في 1000 مل ماء مقطر » 7.0 ۶۳) وتبلل ورقة ترشيح 
مستطيلة الشكل وتوضع على المنصة الوسطية للجهاز بحيث تحدلى جوانبها في 
محاليل الخزانات الجانبية وتراعى إزالة الفقاعات الهوائية بين ورقة الترشيح المبللة 
وسطح المنصة الوسطية . ينقل الهلام على سطح ورقة الترشيح ثم يغطى بورقة 
النتروسليلوز أو ورقة النايلون (هايبوند) ويراعى أن تكون ورقة النتروسليلوز أو النايلون 
بنفس حجم الهلام كما تراعى إزالة جميع الفقاعات التي يكن أن توجد بين الورقة 
والهلام . ولأجل التخفيف من مشكلة الفقاعات الهوائية فأنه يفضل غمس الورقه 
في محلول الخزانات قبل وضعها فوق الهلام . 

توضع بعد ذلك كمية كبيرة من أوراق الكلينكس بارتفاع انج واحد على الأقل 
فوق ورقة النقل ثم يوضع ثقل بوزن كيلوغرام مثل استخدام قطعتي زجاج مربعة 
الشكل (20×20 سم) فوق أوراق الكلينكس ويترك الجهاز لمدة 10-6 ساعات لافساح 
ا جال أمام قطع الحامض النووي بالانتقال الكامل إلى ورقة النتروسيليلوز أو النايلون 
(الشكل1-7) . 
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جزيئة حامض نووري 5×۸ 


ورقة النتروسليلوز بعد أنتقال قطع 
الحامض النووي DNA‏ اليها. تهجن 
بعد ذلك جس موسم معين . 


فلم اث شعة اكس يوضح قطع الحامضص 
النووي التي تحتوي الترددات المطلوبة 


(الشكل 1-7 ): طريقة وذمة ساوثرن لتحليل قطع الحامض النووي N4‏ باستخدام مجس 
موسم معین 
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تتم عملية انتقال قطع الحامض النووي من الهلام إلى ورقة النقل عندما يقوم 
اوا وی ا ا ا 
الترشيح السفلية التي تلاصق المنصة الوسطية وباتجاه ورقة النتروسليلوز أو النايلون 
حاملاً معه قطع الحامض النووي . وعندما تصل هذه إلى ورقة النتروسليلوز أو النايلون 
فأنها تلتصق بها بينما يستمر محلول الخزانات باختراق الورقة باتجاه أوراق الكلنكس 
ای که ر ت حمل ل واا ان ا کو ری ل ی 
ورقة النتروسليلوز او النايلون وتشغل نفس الموقع الذي كانت تشغله في الهلام . وبعد 
الانتهاء من عملية النقل يز الثقل و 7 الكلنكس ثم تزال ورقة النتروسليلوز ويتم 
ا ا فلن ا السفلي لتعيين السطح الذي انتقلت إليه حزم الحامض 

النووي ثم تجفف الورقة ويثبت الحامض النووي عليها بوصعها بين ورقتي ترشيح كبيرة 
الحجم وتوضع في e‏ ساخنة ۴1۹۵ 101 مرتبطة مع مفرغة هوائية 
ویراعی أن يکون السطح الذي ي يحتوي على حزم الحامض النووي إلى الأعلى لأجل 

عدم ضياع حزم ا لحامض النووي آثتاء الشفط . ويجري الشفط لمدة ساعتن بدرجة 
حرارة 80م . بعدها تصبح الورقة جاهزة للتهجين با جس المناسب . 


تهجين آوراق النتروسليلوز أو النايلون 

بتم تهجي هذه الأورأق بأستخدأم حقيبة بلاستيكية ذات نهأية عريضة سفلية 
مفتوحة ويمكرن غلقهاً بواسطة الخرارة عند الحاجة ونهاية علوية مغلقة إلا من أنبوب 
بلاستيكڭ دي سذادة خحاصة . 

وتشبه هذه احقيبة تماما أكياس الدم الستخدمة عند حفظه .كما تستخدم في 
عملية التهحن قطعتان مستطيلتا الشكل وأصغر من حجم اخحقيبة . تکول هذه القطح 
مثقبة بهيئة المنحل وعادة مصنوعة من البلاستيك . 

يتم وصح ورقة النتروسليلور أو النايلون بین القطع المثقبة ویتم إدخاله في حقيبة 
التهجين ثم تغلق النهاية السفلية لها بواسطة الحرأرة و الضغط الميكانيكي . تعامل 
الورقة بواسطة محلول قبل التهجن ١10اه1zل۲1طارط- ۴۲١‏ لمدة ساعة بدرجة 
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حرارة 65م (بالنسبة لأوراق النايلون) أو لمدة 12 ساعة بدرجة حرارة 42 م(بالنسبة 
لأوراق النتروسليلوز والنايلون أيضاً) . يحقن محلول قبل التهجين (يمكن استخدام 
احلول الثاني : كامل محلول 55€× 5 و1 سمة محلول دينهارت و2.5 سمة ماء 
مقظر 25 مابكرو راما 5۸4 مرل م سيك السالرن او ال فصول الأشرطة 
)enat2r 4‏ (یتالف محلول دینهارت من خلیط مؤلف من جزء واحد لکل من 
محلول 400 اهء۴ و ۴۷۶ و 854 وتخلط الأجزاء قبل إجراء عملية التهجين 
مباشرة ) في الحقيبة وتغلق الفتحة الأنبوبية بعد ذلك بإحكام . 

يوضع الکن في حمام ماد ئي بدرجة حرارة 65 ام لمدة ساعة واحدة أو بدرجة 
حرارة 42 م لمدة 12 ساعة و رج الحقيبة من وقت لأخر تتم معاملة هذه الأوراق 
محلول قبل التهجين لأجل التخلص من بعض قطع الأحماض النووية التي لم تبت 
بشكل جيد على الورقة وكذلك لأجل التصاق الأشرطة المفردة للحامض النووي 
ه4 السمكي المستخدم في الحلول مع المواقع غير المستهدفه في التهجين لافساح 
ا جال امام ا لجس للالتصاق مع المواقع النظيرة أو اللكملة له . كما يستهدف تنقيع 
الورقة بصورة جيدة باعلول . بعد الانتهاء من عملية تعريض الورقة محلول قبل 
التهجين يضاف محلول اجس الموسم إلى محلول قبل التهجين من الفتحة الأ نبوبية 
کما يضاف نصف سم من محلول صوديوم دودوسیل سلفیت /3 Sodium dod0-‏ 
phateاsu‏ ارc‏ و 2 سمة من محلول دکستران کبریتی ٤اھ۲اما؟ (٥×۵۸‏ وتغلق 
الفتحة الأنبوبية مرة أحرى بصورة محكمة ويخلط الحلول جيداً عن طريق تقليب 
الحقيبة لعدة مرات قبل وضعها في الحمام المائي . 

توضع الحقيبة بعد ذلك في حمام مائي بدرجة 65م لمدة 24 ساعة مع رج 
الحقيبة من وقت الى آخر . 

يراعى في حالة استخدام انجسات الموسمة بنظائر مشعة حارة استخدام الكفوف 
الواقية والقيام بهذه المهمة خلف الحواجز البلاستيكية لضمان التقليل من التعرض 
للاشعاعات . 


بعد الانتهاء من الوقت اللازم للتهجين يتم تفريغ الحقيبة أولا من سوائلها ثم 
قطع نهاية الحقيبة وإخراج الورقة المهجنة . 
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تغسل الورقة جيدأً محاليل ملحية مخففة مدرجة التركيز بحيث تغسل أولاً 
بامحلول الأكشر تركيز فالأقل وهكذا وبزمن إجمالي قدره 2-1 ساعة بدرجة حرارة 
تتراوح بين درجة حرارة الغرفة و 65م . ويذكر أن محاليل الغسيل تختلف حسب نوع 
الورق المستخدم في النقل والتهجين كما تعتبر هذه الخطوة حرجة جداً ویجب ضبط 
الظروف المناسبة من تركيز الحاليل ودرجة الحرارة وزمن الغسيل . 

تؤخذ ورقة التهجين بعد ذلك وتجفف بواسطة ورق ترشيح وتغطى من الجانبين 
بواسطة نایلون رقیق ۴1۳ ٣118‏ . وتوضع في غطاء معدني مزدوج وفي الغرفة 
امظلمة تتم تغطية الورقة بفلم أشعة أكس ويغلق الغطاء المعدني جيدا ويوضع بدرجة 
حرارة 70-م لمدة 10-7 أيام لإتاحة الفرصة للإشعاعات بترك آثارها بصورة واضحة 

على الفلم الفوتوغرافي . يحمض الفلم بعد ذلك في غرفة مظلمة وبعد الانتهاء من 
التحميض يغسل الفلم جیداً لإزالة آثار المواد الا ويترك لجف ثم تحلل نتائجه 
لاحقاً. 


Northern Blotting وذمة تورٿر‎ 


على الرغم من الكفاءة العالية لطريقة ساوثرن في نقل قطع الحامض النووي 
4 إلى ورق النتروسليلوز فأن هذه الطريقة غير مناسبة في ظروفها لنقل الحامض 
النووي ۸4 . لذلك فأنه تم تطوير طريقة إخحرى يتم فيها معاملة الورق المستخدم في 
النقل كيميائيا لجعله ملائما لنقل الحامض النووي RN4‏ . 

سميت هذه الطريقة بوذمة نورثرن » ولا تختلف عن الطريقة السابقة سوى في 
نوع الورق الملستخدم . تهجن هذه الأوراق باستخدام مجس موسم لحامض 
نووي DNA‏ أو متمم cDNA‏ . 


تبقيع الحامض النووي اهاط 1ا00 
يمكن تشبيت الحامض النووي (N4‏ دون معاملة بالا نزات القاطعة كما في 
الطريق السابقة ودون الحاجة إلى استخدام الهلام وغيره . يتم ذلك بأخذ كميات 
محددة من الحامض النووي وتثبته بشكل قطرات على ورق نایتروسلیلوز أو نایلون ثم 
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ج دعا تام مار انى المد ركرك ل خن داي وال 
القاعدي مس دقائق اخرف ثم تجفف بأوراق ترشیح ویثبت الحامض النووي بطريقة 
الصفيحة الساخنة بدرجة حرارة 80م وجهاز الشفط السابق کرو 


تھهجن بعد ذلك الأوراق بنفس الطريقة التي وردت في تهجين أوراق 


النتروسليلوز أو النايلون (الشكل2-7) . 


تبقيع مستعمرات البکتربا أو العlڎيlت Colony /Plaques blot‏ 


و کک a‏ السابقة e e e‏ تي 
المواد المهندسة وراثا فى المكتبات الوراثية 


الحامض النووي مثبت على 
اوراق نايتروسليلوز أو النايلون . 


تهجین بعجس موسم معین 


(الشكل 2-7): تبقيع الحامض النووي [N4‏ عن طريق اوراق النتروسليلور او النايلون. 


قطعة قماش 


ناعمة جداً 


32 

SS" و‎ 

ڪڪ x‏ ورق نايت روسلیلوز أو 
نایلون 


فلل رات الكخيا 
E E‏ وفصل اشرطة الحامض 
معين النوري 0×۸4 بواسطة 


انحاليل . 


فلم اأشعة اکس يحتوي على مواقع المستعمرابت. 
المطلوب تعيينها . 


(الشكل 7/-3) تبقيع مستعمرات البكتريا او العاثيات 


ډ| 
O‏ 
زرا 


أوراق النتروسليلوز أو النايلون ورقة نايترو 
سليلوز أو 


أرراق مشبعة بحامض أورأق مشبعة بمحلول 
الهيدروكلوريك متعادل 


صحن نو البكتريا 


و 
1 1 


أوراق مشبعة محلول أوراق مسشبعة بمحلول 
هيدرو كسيد الصوديوم متعادل 


e 


المستعمرة المطلوب عزلها 


(الشكل 4-7 ): أسلوب آخر في تبقيع مستعمرات البكتريا أو العاثيات 
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تتم فى هذه الطريقة تنمية مستعمرات البكتريا أو العاثيات على وسط زرعى 
مناسب لار زمنية مناسبة : شت علامات بواسطة قلم التعليم على أطباق الزرع 
لتعيبن موقع الملستعمرات النامية ثم توضع ورقة دائرية (بنفس القطر الداخلى لصحون 
الزراعة) من أوراق النتروسليلوز أو النايلون فوق المستعمرات وتثبت على الورقة نفس 
العلامات المثبتة على الصحون الزرعية . تترك الورقة فوق المستعمرات لفترة تترواح بین 
ساعه- ساعتىن تزال بعدها وتوصح (بحیٹ یکون السطح الحامل التعمرات نحو 
الأعلى) فوق طبقة من أوراق الترشيح المبللة عحلول محلل للخلايا لمدة 20-10 دقيقة 
النحو السابق وتوضع فوق طبقة أخرى من أوراق الترشيح المبللة محلول حامض 
الهيدروكلورياف 0.25 مولاري دة حمس دقائق تنقل بعدها على طبقة آخری من 
أوراق الترشيح المبلالة محلول قاعدي لمدة حمس دقائق وطبقة أخرى مبللة محلول 
متعادل لقن الفترة : 

تجفف الورقة بوضعها فوق أوراق ترشيح يابسة ثم يثبت الحامض النووي 54 
بنفس الطريقة السابقة . وتهجن حسب طريقة التهجين المطلوبة (الشكل3-7) و 


(الشكل4-7) . 


تهحبن التحضيرات الخلوية [n sıtu hybr1d1zati0n‏ 
يتم في هذه الطريقة تعيعن موقع مورث معبن على الصقغيات باستخحدام مجس 
موسم إشعاعيا (يستخدم عادة لهذ! الغرض مجس موسم بنظير الهيذروجين (H3‏ 
وطريقة الصباغة المعروفه بتحرم G- Banding G-‏ لتعيين الصبغى وموقح لووف : 
عكن في هذه الطريقة استخدام تحضيرات خلوية من المزارع النسيجية أو القمم النامية 

للنباتات أو الأنسجة ألحية بعد معأملات كيميائية خحاصة . 

تتلخص هذه الطريقة بأستخحدام خحلايا منقسمة مثبتة في الطور الاستوائى 
Metaphٍْ‏ ويكن الحصول على هذه الخلايا فى هذا الطور عن طريق إضافة مادة 
الکولسمید de¡صmع1cەC‏ او الکولجسین ١1یعc۲آاە٣‏ بترکیز 3 مایکروجرام /سم3 ال 
الخلایا المنقسمة ولمدة ساعتن . کما مک إصافتها لدورق لاء الذي يٽمر فيه انات 
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في حالة تحضير الخلايا من القمم النامية الجذرية . تغبت الخلايا هذه على شرائح 
زجاجية نظيفة تماما وتعامل مع محلول مخفف لتحطيم جدران الخلايا والنوى وإطلاق 
مجاميع الضبغيات ٠‏ قبت هذه على الشرائح عن طريق مامتها مع خابط من كحول 
الايثانول وحامض الخليك النلجى a acetic acid‏ acidاG‏ ثم تجفف الشرائح بدرجة 
حرارة الغرفة وتستخدم للتهجين خلال أسبوع من ذلك . 

تعامل هذه الشرائح لأجل تهيئتها للتهجين بمحلول أنزيم R4٥‏ بتركيز 
0 مایکروجرام /سم3 ويڈذرجة حرارة 37 م لمدة اة : تغسل بعدها محاليل 
مدرجة من الايتانول )%95-10( تعامل بعدها محلول الفورماميد 10/ بدرجة حرارة 
0 م لمدة دقيقتين -خمسة أو محلول هيدروكسيد الصوديوم 15./ لأجل فصل أشرطة 
الحامض النووي (N4‏ فى الصبغيات . تغسل الشرائح بعد ذلك بمحاليل الايثانول 
المدرحة وتجفف بدرجة حرارة الغرفة (الشكل5-7) 
أطباق ویوضع > التهجن ا يحتوي على الو اا فوق کل 
شريحة . تغل ى الأطباق وتحضن بدرجة حرارة 37 E‏ . تغسل الشرائح 
بعد اإلحضانة بمحاليل ملحية مختلفة اأ BREE‏ المواد ال ا و ا 
ثم تغسل في محاليل الكحول المدرجة . تجفف الشرائح وتغطى في غرفة مظلمة 
بطبقة رقيقة من الهلام الفوتوغرافي Photographic emulsian‏ وتف الش! ا 
صندوق أسود محكم الغلق بدرجة OE‏ چ و اکت . حمص لشرانح 
في غرفة مظلمة وتغسال تعد ذلك اء مقطر وتصبع بصباغة تحزم -0 تفحص بعد 
ذلك بواسطة انجهر الضو لى المركب حيث تظهر بقع فضية أو سوداء فوق صغيات 
معينة تمثز موقع ألمورث ااطاوت تعيىن موفعه شك /-6) . 

ویدكر أن رنه الطريقة حسأسة شا pê‏ وتتطلب المهارة و ست : تحدام محاليل معروفة 

aT E TT‏ حالة عدم ضصبط الطريقة 

وعکن أستحدام التحاليل الاحصاأئية ف تعين هذه النتائے ولكنها قد تکون 
عير مؤكدة . 


ا 
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Hypotonic sol. FCS 
معاملة الخلايا بمحلول مخفف‎ E2 
KDI 
لتحليل الخلايا واطلاق‎ 
مجاميع الصبغيات‎ 


تثبت الخلايا بخليط الاآيثانول : حامض 
الخليك الثلجى 


تعامJ‏ |kخٺاlı‏ ڊgji RNase‏ 
لازالة حامض النووي ۸ ۸N‏ 


تغسل الشرائح بتراكيز من كحول 
ي ج که کک کک الایثانول (%95-70) . 


حضانة الشرائح مع محلول الفورماميد 
aT‏ 0 بدرجة حرارة 70/ في حمام مائي 
( لمدة دقيقتين . 


N N TC 
MM A Wy e 


ی ی ی ا و 


تجفیف الشرأئح في ألغرفة ویتو جب آستخذ أمه في 


(الشكل/-5 ): طريقة تهيئة ومعاملة الشرائح الزجاجية الحاملة للخلايا اللازمة في التهجين 
الخلوي 


ورق فلتر مشبعة بالفورماميد 70/ ومحلول 


شريحة الخلايا مغطاة عحلول التهجين 
الذي يحتوي على مجس موسم أشعاعيا 
(H2)‏ . 


تغلق الأطباق وتحضن بدرجة حرارة 37 م لمدة 12 ساعة . 


غسل بمحاليل ملحية لإزالة المواد الزائده عن التهجين . 


۲ 


غسل الشرائح بتراكيز مختلفة من كحول الايثانول 70 - 95 / 


صند وق اسود بد رجحة حرارة 70م لمدة اسبوع- اسبوعین . 


تحميض وأظهار الهلام ثم صباغتها بصبغة التحزم 6 


حو ____البقعة الفضية أو السوداء . 


(الشكل6-7): تهجين الصبغيات في التحضيرات الخلوية. 
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تهجبن البروتينات أو وذمة ويسترن Westre€n B10††11£‏ 

عكن الكشف عن بروتين معين بطرق مختلفة ولكن هناك ثلاث طرق رئيسة 
لعمل ذلك منها ما يدعى بالقياس اناع Solid Phase immunoassay فl> È|‏ 
وتتلخصس هذه الطريقة بوصع جسم مضاد للبروتین الطلوب الكشف عنه على ورقة 
مؤلفة من عديد البوليمرات ثم يوضع غوذج خليط البروتينات على الورقة حيث 
سترتبط الأجسام ألمضادة م البروتىن الخاص بها وتلتصق بقوة على سطح الورقة مرة 
ثانية لإزالة اواد غير المتفاعلة ويتم قياس قوة الإشعاع للتعرف على كمية البروتين 

SC‏ الجسم المضاد الأول 
A‏ ھ4 2 A A‏ ورقة عديد البوليمر (عديد الفنيل كلوريد) 


ت 


أضافة خليط البروتينات 


LTT © 


| غسل الورقة لإزالة البروتينات الزائدة 
NS SFR‏ 
SS 6‏ 
oqfpologfofoc‏ 


غسل لإزالة الفائض من الأجسام المضاده 
غير المتفاعلة . 


و 
۴ کے سسس 


(الشكل7 -7): القياس المتاعي الجاف ويمكن في هذه الطريةة تعيين كمية البروتين أو نوعه أو 
كمية الأجسام المضادة في عينة من الدم أو البول أو خليط بروتيني باستخدام مجس إشعاعي 
أو فلورستي. 
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(شكل7-7) وقد تم زيادة حساسية هذا الاختبار ذلك بإضافة أنزي الفوسفاتيز 
القاعدي ء24 مم۴ مinاkaاA‏ الذي يعمل على إكساب الجسم المضصاد 
التخخصص الثانى وميضا فلورسنيا عكن الكشف عنه تحت اتجحهر الفلورسنى المزود 
بالأشعة فوق اا وسميت هذه الطريقة بطريقة الیزا ٤1154‏ وهى ا 
لطريقة قياس الامتصاص للمناعي المرتبط بالأنزي Enzyme linked‏ 
)unosorbenصn i!‏ . وتعتبر طريقة اليزا الطريقة الثانية في الكشف وتحديد كمية 
ات( 

أما الطريقة الثالثة فهي وذمة ويسترن . وفي هذه الطريقة يتم ترحيل أو هجر 
البروتينات في هلام مؤلف من عديد الاكرليمايد احتوى على مادة 8558 ثم 
حزم البروتينات إلى ورق مصنوع من عديد البوليمر(النتروسليلوز) وتهجن بعد ذلك . 
بجسم مضاد متخصص موسم شعاعياً أو موسم بالبايوتين وبعد الانتهاء من التهجين 
تغسل الورقة لإزالة المواد غير المرتبطة وتغطى بفلم أشعة أكس في غرفة مظلمة وتحفظ 
لفترة معينة بدرجة حرارة 70 م ثم تحمض ويتم تحليل النتائج بعد ذلك حيث تظهر 
حزمة البروتبن المطلون تشخيصه كحزمة سوداء على أشعة أكس . (شكل 9-7) . 


انزيم الفوسفاتيز القاعدي+ مادة غير فلورسنية 
2 و Nl (Mi NM‏ 
4 
نه سنية 
2 جزيئة عة البروتين ٠‏ 
الجسم المضاد الأول 


(الشكل -8): طريقة القياس المناعي المرتبط بالأتزيم E54‏ حیتث یتم توفیر جزء فلورسني 
من التفاعل الأتزيمي لتمييز الأجسام المضادة المتفاعلةه مع البروتين المطلوب تعيينه آو تقدير 
کمیته 
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هج رة 
البسروتينات 


i 
چ — چ — م علد‎ 
موسم وتظه البروتينات‎ 


فلم اشعة اكس 
ويظهر البروتين 


(الشكل 9-7): كشف البروتين عن طريق وذمة ويسترن وتظهر الحزمة السوداء في فلم أشعة 
کس التي تقايل البروتين المطلوب تعبينه. 


قراءة تسلسل ترددات الحامض النووي DNA Seqıuenc11g DNA‏ : 


أحدث ايجاد طريقة لمعرفة تسلسل ترددات الأحماض النووية ثورة حقيقية فى 
الورقات بالتقضيل وكذلك النيركليوتيدات الحيطة بها والتى بعتقد أن لبعضها تارا 
كبيرا في تنظيم عمل الورثات . 

يرجع نشر أول تسلسل لقطعة حامض نووي يبلغ طولها 5386 زوجا قأعديا 
مأخوذا من العاثى 174× 0 إلى عام ۱975 ثم تبعها تسلسل الحامض النووي 
لفايروس السيميان 40 $۷ (5243 زوجا قاعديا) عام 1977 وتسلسل البلازميد322 
PBR‏ )4363 زوجا قاعديا) و عام 1981 قام سار ومسأعدوه بنشر تسلسل 
صبغعی المايتوكوندريا البشرية الذي يبلغ طوله 16.5 كليو قاعدة وصبعی العاثى لامبدا 
الذي يبلغ طوله49 كيلو قاعدة عام 1983 . 
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إن هناك طريقتن لقراءة تسلسل ترذدڌات الحامض النووي DNA‏ ظهرت 
كلتاهما فى سنة 1977 وهما طريقة ماكlnم‏ وجqlرت Maxam- Gilbert Method‏ 
وطريقة سانجر- كولسون .۳" ۸ءءااه) -إمع"هS‏ الا أنهما تختلفان فى تفاصيلهما 


: Maxam- Gilbert Method تريلlجو طريقة ماکسام‎ 

تعرف هذه الطريقة اشا باسم الشق الکيميائى |kختص Specific Chemical‏ 
مع وتتلخص باستخدام شريط مفرد من الحامض النووي [N۸‏ موسم 
النهاية بنظير الفوسفور 32( 2) ويستخدم لذلك عادة أنزي كاينيز عديد الببتيد -اه۴ 
da1 kine‏ iاepمp,ادم‏ الذي يضيف نظير الفوسفور الى مجموعة الهيدروكسيل فى 
النهاية الخامسة للشريط . 

يتم كسر هذا الشريط في مواقع عند أحد النيوكليوتيدات الأربعة وبصورة 
تفضيلية عن طريق المعاملة مواد كيميائية متخصصة . ويؤدي ذلك إلى إنتاج أشرطة 
مختلفة الطول تبدأ دائماً من النهاية الموسمة وأنتهاء بقاعدة معينة . ثم تفصل هذه 
الأ شرطة عن طریق الهجرة الكهربائية باستخدام هلام عدید الاكريلمايد الذي مکنه 
فصل هذه الأشرطة عن بعضها حتى لو كان الاختلاف بالطول فى نيوكليوتيدة واحدة 
فقط . ثم يغطى الهلام بعد ذلك بفلم أشعة أكس لفترة معينة فى الظلام والبرودة 
ويحمض ويقراً أثر الإشعاع . 

يتم إنتاج الأشرطة مختلفة الأطوال والمعروفة النهايات عن طريق استخدام مواد 
كيميائية متخصصة تعمل على إزالة نیو کلیوتید معن دون غیره . 

فالبيورينات (جوانين وأدنين) يتم إزالتها عن طريق إضافة سلفات ثنائي مشيل 
fate‏ اuء‏ ارimethط‏ الذي يضيف مجموعة مشثيل )C۳83(‏ لذرة النايتروجين السابعة 
فی الجوانين والثالثة کی الادشن: 

ثم يتم التخلص من القاعدة النتروجينية المميثلة بالتسخين عند أس 
هيدروجيني متعادل وهكذا يتم إنتاج شريط ذي نيوكليوتيد خال من القاعدة 
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النتروجينية . يكسر العمود الفقري للشريط عندها في موقع هذه النيوكليوتيدة عن 
طريق إزالة حلقة السكر الخماسي وذلك بتسخين الأشرطة بوجود مادة قلوية قاعدية 
مثل هيدروكسيد الصوديوم . 

إن الأشرطة الناتجة يتم كسرها من النيوكليوتيدات الحاوية على الجوانين لأن 
هذه القاعدة لها قابلية كبيرة جدأً للارتباط مع مجموعة المثيل أكثر بكثير ما للادينين 
وعكن إزالتها بالتسخين المائي فقط . وهكذا يكن الحصول على أشرطة مختلفة الطول 
تبدا بالفوسفور ا موسوم بنظير الفوسفور 32 وتنتهي بنيوكليوتيدة تحتوي على الجوانين . 
وعكن الحصول على أشرطة تنتهي بنيوكليوتيدات تحتوي على الجوانين أو الادنين 
وذلك بتسخين الأشرطة بعد إضافة مجموعة المثيل في حامض مخفف ثم تسخينها 
بوجود مادة قلوية لإزالة السكر . وهكذت يتم إنتاج أشرطة تنتهي بالقاعدة 6 في 
الحالة الأولى وأشرطة تنتهي بالقاعدتين 6 +4 في الحالة الثانية (الشكل10-7) 

أما بالنسبة للبايرميدينات (السايتوسين والثايين) فأنه يتم ميشلتهما بإضافة 
الهیدرازین 8y۵۲۵71١۴‏ ثم إزالتهما بالتسخين المائي وثم كسر الأشرطة بإضافة 
الببريدين 11€ل۴iperi‏ . السايتوسين والشامين يكونان متساويين فى الشدة لذلك 
O ET‏ ۰ 

إن الأشرطة الناتجة عن هذا التفاعل تكون مختلفة الطول ولكنها جميعاً تنتهى 
بالسايتوسين والثايين )1+٥(‏ . ولأجل التمييز بين الأشرطة فأنه يتوجب ا 
على أشرطة مختلفة الطول تنتهي جميعها بالسايتوسين فقط أو الثامين فقط . ونظراً 
لأن وجود ملح كلوريد الصوديوم بعيارية 2 مولاري (2۷) مع الهيدرازين يبط التفاعل 
مع الغايمين فأنه يتم عندئد الحصول على أشرطة تنتهى جميعها بالسايتوسين فمَّط 
(©) . وبعد الانتهاء من هذه التفاعلات يتم پو منها في موقع حاص کهربائياً 
بأستخدام هلام عديد الاكريلمايد وتستكمل عملية الحصول على صورة إشعاعية لها 
ويقرأً تسلسل ترددات الحامض النووي مقارنة 6 و 6+4 و٣‏ و €-٣‏ . 
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KHE 


معاملة بالمادة ثنائى مثيل سلفقات 5S‏ 


3p 
موصع الخوانين والأدنين المثيلة والمزالة | موضع الجوانين إ1 ٹا المرال بالخحرارة‎ 
بالحامصض اخفف‎ 
تسخين في مادة قلوية (هيدروكسيد‎ 
ا‎ 2 
lc | IA r i 
قطعة موسمه تنتهي ب 0+۸ قطعة مر سم تستیی ب ل‎ 


(الشكل /-0 | ): طريقة تحضير قطع موسمة من الحامض النووي معروفة النهايات في قراءة 
تسلسل ترددات النيوكليوتيدات وفق طريقة ماكسام وجلبرت 
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فلو افترضنا بأن شريط الحامض النووي الموسوم يتألف من الترددات التالية 
٣7033‏ 666€ "5 فأنه بإجراء التفاعلات السابقة فأنه سيتم الحصول على 


أنواع الأشرطة التالية : 
أنواع الأشرطة التي تنتهي بالقاعدة 6 : أنواع الأشرطة التي تنتهي بالقاعدة ° : 
32pP-TGGGC 32p- TG‏ 
32p-TGGGCTTAGC 3 P-TEGGE‏ 
BOG‏ 


3p-TGGGCTTAG 


أنواع الأشرطة التي تنتهي بالقاعدتين 6 أو ۸ : الاشرطة التي تنتهي بالقاعدتين ٣‏ أو : 


32p-_T 32p-TG 
32p-TGGGC 32P-TGG 
32p-TGGGCT 32p-TGGG 
32p-TGGGCTT 32p-TGGGCTT 
32p-TGGGCTTAGC 32p -“TGGGCTTAG 


وعند إجراء الهجرة الكهربائية لها والحصول بعد ذلك على فلم أشعة أكس فأن 
النتائج ستكون كما هو في | لھک (1127): 


G6 AFG. T+ C 

C 

G 

A 

1 EAN. 

(الشكسل ج ( [ 
قراءة تسل الثردة 
TECCETTAG‏ ب 
5C-3‏ 
طريقة ماكسام G‏ 
وجلبرت T‏ 
5 
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Sanger-Coulson method aud gك-رحناس طريقة‎ 


تعتمد هذه الطريقة على استخدام جjيأية dideoxy nucleoside‏ 2.3 
ئh0sphمkri‏ وهی من مشابهات النيوكليوتيدات الطبيعية وتتمكن من الاتحاد فى 
تفاعل تصنيع سلاسل الحامض النووي 0×4 بشكل اعتيادي من خلال النهاية 
الفوسفورية الخامسة لها ولكنها لا تتمكن من الارتباط مع النيوكليوتيد التالي لعدم 
قدرتها على توليد آصرة الفوسفور ثنائى الأستر حيث لا تمتلك هذه الجزيئية النهاية 
الهيدروكسيلية (308) الضرورية لتولید مثل هذه الآصرة (شكل12-7) 

لهذا السبب فأن نمو سلسلة الحامض النووي سيتوقف حال دخول هذه الجزيئية 
في البناء . ونظراً لوجود أربعة أنواع من الجزيشات المشابهة نظيرة للنيوكليوتيدات 
الطبيعية فأنه أصبح بالإمكان الحصول على سلاسل حامض نووي تنتهي بنيوكليوتيد 
معروف القاعدة النتروجينية . لذلك فأن هذه الطريقة ة تستلزم إجراء أربعة تفاعلات 
كيميائية تتم إضافة جزيئة مشابهة واحدة فقط إضافة للنيوكليوتيدات الطبيعية 
eS‏ التي تنتهي كل منها 
بقاعدة مختلفة . وبالهجرة الكهربائية لها على هلام عديد الاكرليمايد فأنه سيتم 
الحصول على حزم مختلفة الحجم تشل كل منها تسلسل القاعدة البديلة في قطعة 
الحامض مختلفة الحجم تمثل كل منها تسلسل القاعده البديلة في قطعة الحامض 
النووي . فمثلا إذا كانت الجزيشة النظيرة هى dideoxy cytosine. dd CTP‏ 2.3 
ùİ triphosphate‏ الحرم الناتجة تقرأً على انها 6 وأذا كانت الحزيئة النظيرة هي 
فأن الحزم الناتجة تقراً على أنها ٣‏ وهكذا بالنسبة لبقية القواعد . 

تستلزم طريقة سانجر-كولسون استخدام شريط مفرد من الحامض النووي 
DNA‏ المطلوب معرفة ا نیوکلیوتیداته مهندس في العاثي M3‏ . وبإضافة 
اة فضي وة اإشخافا 8 الى لرل العاف المندنى راا الط الط 2 
ووجود النيوكليوتيدات الطبيعية الأربعة (يجب ان تكون إحداها موسمة بنظير 
الفوسفور 32) إضافة للقاعدة النظيره ۵١‏ (مشلاً4447۴) فأن أنزي قطع الكلينو 
سيستخدم البادئة كنقطة بداية لتصنيع سلسلة جديدة أو شريط جديد للشريط 
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المهندس والذي يستخدم كقالب ويستمر نو الشريط الحديد حتى دخول جزيئة النظير 
۶ في التفاعل حيث يتوقف التفاعل عندئذ عند هذه القاعده . وا أن القواعد 
المضافة للتفاعل تحتوي بالإإضافة للجزيئة النظيرة ۶P‏ على الجزيئة الطبيعية 
۶ لذا فأن توقف التفاعل لا يحدث دائماً عند أول نيوكليوتيد يحمل الاأدنبن 
يدخل في التفاعل بل فقط عند دخول الجحزيئة النظيرة 41447۴ . لذلك يتم الحصول 
على أشرطة أو سلاسل مختلفة الطول الا أنها جميعاً تنتهي بجزيئة نظیره 4۴ل . 
فأذا مأ تم أجراء أربعة تفاعلات منفصلة كل منها يحتوي على جزيئة نظيرة إل 
مختلفة فأنه سيتم الحصول على أربع مجاميع من الأشرطة مختلفة النهايات . 


P-P-P-OCHZ2 


N 
H 


“ddaNTP” 


(الشكل 12-7): الشبيه الكيميائي 3(eصtriph0Sp dideoxynucleoside‏ 2.3 المستخدم 
كبديل للنيوكليوتيد الطبيعي والذي يعمل على إيقاف البلمرة عند دخوله في البناء. 


يجري بعد ذلك فصل هذه الأشرطة بواسطة الهجرة الكهربائية على هلام رقيق 
(أقل من نصف مليمتر سمكا)من عديد الاكرليمايد الذي يحتوي على اليوريا 
وبدرجة حرارة لا تقل عن 60 م (تساعد اليوريا والحرارة العالية على فصل الأشرطة 
المزدوجة خافن النووي) . وبعد تصوير نتائج الهجرة ة على فلم أشعة أكس تتم قراءة 
التسلسل اعتباراً من الحزمة البعيدة جدا والتي تمل أقصر القطع . 

فلو افترضنا أن شريط الحامض النووي المطلوب معرفة تسلسل نيوكليوتيداته 
مؤلف من التسلسل 3-64۸1۲٣۳6٣1۸۸ ۲6٣-5‏ وإن البادئة المستخدمة فى 
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التفاعل مؤلفة من التسلسل 5٨0١۲۸4۸-3‏ فأنه بإجراء التفاعلات السابقه فأنه 
سيتم الحصول على أنواع الأشرطة التالية : 
-أنواع الأشرطة في حالة استخدام الجزيئة النظيرة 4447۲ : 
CTTAAGCGAdd‏ - °5 
CTTAAGCGATTAdd‏ - °5 
-أنواع الأشرطة في حالة استخدام الجزيئة النظيره 4467 : 
CTTAAGdd‏ - 5“ 
CTTAAGCGdd‏ - °5 
CTTAAGCGATTACGdd‏ - °5 
-أنواع الأشرطة في حالة أستخدام الجزيئة النظيرة 44٤٥7۴‏ : 
CTTAAGCdd‏ - °5 
CTTAAGCGATTACdd‏ - °5 
-أنواع الأشرطة في حالة استخدام الجزيئة النظيرة 4417۴ : 
CTTAAGCGATdd‏ - 5 
CTTAAGCGATTdd‏ - °5 
وعند إجراء الهجرة الكهربائية لها والحصول بعد ذلك على فلم أشعة أكس فأن 
النتائج ستكون كما في (الشكل13-7) . 
وقد أبتكرت طريقة ثالثة نشرت عام 1980 من قبل سمث وجماعته فى مجلة 
الطبيعة N11۲١‏ تعتمد هذه الطريقة على وجود طرف مضيء فلورسني في البأدئة 
ویکون لکا ل تفاعل طرف مصيء ءيختلف عن الطرف الملضيء للتفأعلات الأخحرى 
وتخحاط التفاعلات حميعها بعد ذلك فى أنبوبة واحدة وتفصل السلاسل کا 
ویتم فحص الهلام بعد ذلك بطريقة ة الفحص القلورسني الخروف اء اة 
الهلام حيیث ا أول ورود للتنيوكليوتيدة الأولى في تسلسل إلحاأمفض ى النووي 
المفحوص . وقد الطريقة بحيث أصبح ان يجري O‏ 
لكل تفاعل بصوره مستقلة ويعطي الجهاز خطوطاً بيانية ملونة حسب لون الطرف 
المضىء المستخدم فى التفاعل (الشكل 14-7) . 
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کما طورت طرق قراءة تسلسل نیو کلیوتیدات الحامضص النووي ھ0۸4 عن طریق 
استخدام الحاسوب حيث يقوم الحاسوب بتسجيل تسلسل النيوكليوتيدات ليا 
وخحصوصا تلك التي تمثل حجم كبير من الحامض النووي . 
Palindrome5s‏ . کما أنه کن للحاسوب القيام بتحديد الترددات المتماثلة ونسبها 
عند مقارنة ترددات أنواع مختلفة من الحامض النووي . كما أنه يكن للحاسوب 
إعطاء تسلسل الأحماض الأمينية اعتمادا على تسلسل النيوكليوتيدات . وأصبح 
الحاسوب الآن جهازا لا غنى عنه فى الوراثة الجزيئية . 
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شریط الحامض النووي 5×۸ 


M13...5. - 3...3 


C G T A A T CEC 6G CT T AA G 


A A T T C 


dATP+ dCTP+ d6TP 1 
+ ddNTP+ البادثة‎ : 
انزم قطع کلينو‎ p3 
klenow fragments enzyme 

ddATP dd6GTP ddCTP ddTTP 


ii 


ddATP | ddGTP | ddCTP | ddTTP| + TTAAG 3 


اتجاه قراءة الترددات 


أتجاه الهجرة الكهربائية 


AOQOIpP PINON 


(شكل 3-7 1): طريقة سانجر-كولسون في قراءة تسلسل ترددات تيوكليوتيدات الحامض 
النووي .([N4‏ ان دخول جزيئة أ في التضاعل تؤدي إلى إيقاف نمو سلسلة الحامض النووي 
عند موقع الدخول وعند استخدام أربعة أنواع من جزيئات أ1 فانه يمكن الحصول على أريعة 
أنواع من جزيئات الحامض الموسمة النهاية 
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تردد نیو كليوتيد ات اللحامض النووي 5×۸4 


(شكل4-7[| ): طريقة الفحص الفلورسني لقراءة تسلسل ترددات نيوكليوتيدات حامض نووي 
۸ے( معین. إن کل تفاعل يحتوي على طرف مضيء فلورسني دي لون معين لذلك فأنه 
يمكن الحصول على أشرطة موسمة بالطرف المضيء اعتماداً على القاعدة المستخدمة في 
التوسيم وتقرا النتائج آليا بواسطة الحاسوب 
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بناء مكتبة المورثات 

أولا: تهيئة قطع الحامض النووي المناسبة لبناء مكتبة 
المورثات 

-عزل قطع الحأمض النووي من المجين 

-عزل واستخلاص فطع الحامض النووي (N۸‏ من الهلام 
-استخدام الحامض النووي المتمم5×N4ء‏ 

ثانيا: اختيارالناقل المناسب وهندسة قطع الحامض 
النووي معه 

-اختيار البلازميدات كنواقل 

-اختيأر العاثيات كنواقل 

-اختيار الكوزميدات كنوافل 

ثالثاً: أدخال النواقل المهندسة وراثياً إلى المضائف 
-التحول 

-التعبئة خارج الخلايا 


+ 


¢ 


تالور 


نه 
+ 


اوبنوك المورنا 


ايا 
| 


E E E E 


ت 
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مقدمة 

تبدأً تقنية الهندسة الوراثية فى مرحلتها الأولى بتهيئة ما يدعى با مكتبة الوراثية 
Gene Library‏ أو بنك المورثات)«ة8 "ع6 . ويهدف بناء هذه المكتبة إلى تمثيل 
جميع أو معظم ا جين الذي يشل المادة الوراثية لكائن معين على هيئة قطع حامض 
نووي 0×4 مهندسة بناقل معين . يتم فيما بعد استخدامها لعزل مورث أو مجموعة 
مورثات تخدم أهداف الهندسة الوراثية . إن أفضل ال مكتبات الوراثية هى تلك التى 
أو جميع مورثات الكائن . ويعتمد أاستخلاص حجم هذه القطع على الأ نزي القاطع 
اللستخدم فى هذه المرحلة وكلما قل عدد القطع الناتجة عن معاماة الحامض النووي 
بالا نزي القاطع كان ذلك أفضل لبناء مكتبة المورثات . ويعتمد إختيار قطع 
الحامض النووي المناسبة للهندسة الوراثية على حجم الجين : فامحنيات اللعقدة 
والكبيرة الحجم كما فى مجينات الأحياء الراقية تحتوي على مثات الالاف من 
المورثات وأنه من الصعوبة تمثيل جميع هذه المورثات عند بناء المكتبات الوراثية . 
لذلك يتم اللجوء الى إختيار أحجام كبيرة نوع ما من قطع الحامض النووي 5×۸ 
لأجل الهندسة وبناء مكتبة المورثات . هذا إضافة إلى أن مجنيات الأحياء الراقية 
تحتوي على مورثات رة الحجم مناسبة تکفل الحصول على هذه المورثات كاملة هو 

إد يوفر القطع الجزيئي للمجن وجود قطع حامض نووي كبيرة الحجم ضصمن 
مجاميع القطع الناتحجة عن هذا الهضم . وبطبيعة الحال فأن كلونة مثل هذه القطع 
الكبيرة يحتاج إلى إختيار ناقل مناسب ذي قدرة استيعابية كبيرة . لذلك فأنه يلجا 
إلى استخدام نواقل الكوزميدات التي توفر مثل هذا الغرض . أما بالنسبة لمكتبات 
المورثات الخاصة بال حياء الصغيرة اجن فأنه يفي على قطع حامض نووي بحجم 
5- كيلو قاعدة تكفي لتمثيل معظم مورثاتها في المكتبة مقارنة مع 40-20 كيلو 
قاعدة الضروري لتمثيل معظم مورثات الأحياء الراقية في مكتباتها الوراثية (شكل 
1-8( . 
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وفي العادة فأنه قبل البدء في بناء مكتبة المورثات فأنه يتم أولاً حساب سعة 
اللكتبة اللازم لتمثيل معظم مورثات الجين ويعتمد ذلك على حجم قطع الحامض 
النووي س استخدامه وكذلك حجم اجن الكامل ونسبة الاحتمالية المطلوبة في 
الكتبة Eh‏ لاختلاف أهداف بناء مكتبة المورثات فأن نسبة الاحتمالية تصبح 
ليست ضرورية في بعضص التجارب . کما هي الال في تجارب دراسة العلاقات 
التطورية أو لعزل قطع حامض نووي عشوائية لاستخدامها كمجسات في هذه 
التجارب . ولكن تبقى معرفة نسبة الاحتمالية في المكتبة الوراثية ضرورية ا في 
حالة استهداف عزل مورث معين وكذلك لعرفة كفاءة الكلونة والناقل 2 
بتاء مكتبة المورثات 
هناك عدة أهداف لبناء المكتبة الوراثية من هذه الأهداف : 
|- تشيل مورثات الكائن بهيئة قطع منفصلة تسهيلا لدراستها وتحليلها . 
2- استخدامها فى عزل مورثات بعينها لأغراض خاصة بهدف البحث . 
ااا 3 دراسات العلاقات التطورية والابوة . 
4- ا التجارب الخاصة بالأدلة الجرمية التي تتعلق بالحرائم 
وانجرمين . 
5- تحديد مواقع المورثات للأغراض الخاصة بالخرائط الوراثية . 
6- أهداف أخرى سيتم الحديث عنها في سياق الموضوع . 
هناك عدة مراحل فى عملية بناء مكتبة المورثات وهى : 
-١‏ تهيئة قطع الحامض النووي المناسبة لبناء الكتبة . 
2- إدخال النواقل المهندسة وراثيا في المضائف ومعرفة حجم المكتبة . 


ر 


آولا : تهيئثة قطع الحامض النووي المناسية لبناء مكتبة المورثات 
نظرأً لاختلاف أهداف بناء مكتبة المورثات فأن هناك طريقتين أساسيتين لبلوغ 
هذا الهدف وهی : 
26 


أ-عزل قطع الحامض النووي من امجين في حالة البحث عن مورث ذي تعبير 
منخفض أو مثبط أو في حالة عزل قطع حامض نووي عشوائية مناسبة لدراسات 
التطور وإيجاد القرابة . 

ب-استخدام الحامض النووي متمم 04ء في حالة استهداف مورث معن 
ذي قوة تعبير عالية في خلايا معروفة كما هي الحال في عزل مورثات البومين البيض 
من خلايا قناة البيض أو مورثات الأنسولين من خلايا البنكرياس وغيرها . 


عزل قطع الحامض النووي من انجين 

تبدأ عمليات الاستعداد لبناء المكتبة الوراثية باستخلاص الحامض النووي 
ه5۸ عن الان اراد اء ميه الورائية »وجب فى الخامض النووى 
الستخلصض آن بكرن قبا غير هلوت وان یکرت کا ي . ولأجل ذلك فأنه 
يتوجب استخدام قنان نظيفة تماما وكذلك استخدام طريقة استخلاص مناسبة 
بحيث نحصل في النهاية على نموذج حامض نووي 5×4 خال من الملوثات 
كالكلوروفورم أو الفينول أو أملاح السيزيوم أو غيرها . 

ونظرأً لاختلاف طبيعة الخلايا التي سيتم استخلاص الحامض النووي منها . 
فأن هناك طرقا شتى لذلك . ويمكن الرجوع للفصول السابقة حول ذلك . 

إنه من الممكن فحص الحامض النووي N4‏ للتأكد من عدم تكسره 
بالبروتينات أو الأنزعات الخلوية أثناء الاستخلاص وذلك عن طريق أخذ غوذج بسيط 
منه وترحيله كهربائياً عبر هلام الأجاروز حيث يظهر الحامض النووي الكامل غير 
الكسور كحزمة واحدة فقط لاتبعد كشيرا عن موقع بداية الهجرة . أما اذا كان 
الحامض النووي مكسوراً فأنه يظهر على الهلام بعد الهجرة الكهربائية كمسحة 
ابه د من مرق اا الو بجر الفطب الرجب هدا فا ا اة ج 
الحامض النووي معقدا كما في غوذج الحامض النووي البكتيري أو الفطري أو النباتي 
أو الحيواني . 
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| معاملة الحامض النووي بأنزم قاطع معين لتحطيمه كلياً أو جزيا 


. ثم فصل القطع بالهجرة الكهربائية عبر الهلام‎ F 


عزل قطع مناسبة الحجم من الحامض النووي DNA‏ .„ 


O©O-G— 


فتح حلقة البلازميد ناقلمنتاسب 
حام قطع الحامض النووي 0×۸ مع بنفس الانزيم الققاطع ‏ (بلازميد مغلاً) . 
الناقل بأستخد ام نزم اللحام الستخسدم في تقطيع 

| الحامض النووي السابق 


أدخال النواقل الهجينة أو المهندسة وراثياً الى خلايا المضيف المناسب 


تنمية الخلايا على وسط غڏائي مناسب وحساب سعة المكتبة الوراثية . 


(الشكل 1-8 ): استراتيجية بتاء المكتبة الوراثية 


278 


أما إذا كان النموذج يخص حامض نووي صغير الحجم كما في النماذج المعزولة 
من المايتوكوندريا أو البلازميدات أو العاثيات أو البلاستيدات أو غيرها من المجينات 
الصغيرة الحجم فأن النموذج المكسور يظهر كعدة حزم (3- فما فوق) . ويذكر بأنه في 
حالة النماذج الخاصة بالبلازميدات فقد يظهر الحامض النووي البلازميدي على هيئة 
حزمتين إحداهما تمثل البلازميد فى حالة الاسترخاء إi٣ءها۲‏ ×واعR‏ والأخرى 
تعمثل نفس البلازميد فى عل لاف الفlئj Supercoiled Plasmid‏ 


(الشكل2-8) . 


_—— 
اا 
< 
ا 
arme‏ 
a‏ 
جم 
کج 
کے 
©“ 
سسس 
= 
چ 
> 
ہے 
—~ 
ن 
“~~ 
a‏ 
n‏ 
س“ 
—— 
aan‏ 


1 : غوذج 4 (لكائثن حي راق) محطم إلى قطع وغيرها صالح . 

2: غوذج 04 (لکائن حي راق) غير مکسور وصالح . 

3 : غوذج ۸4 بلازمیدي محطم إلى ثلاث قطع . 

4: غوذج N4‏ بلازمیدي غير مکسور . 

5 : موذج 4[ بلازميدي غير مكسور وتشل الحزمتان صور البلازميد عندما يكون في حالة 
الاسترخاء أو الالتفاف الفائق . 


(الشكل2-8): استخدام الهجرة الكهريائية عبر هلام الاجاروز لأجل التأكد من صلاحية 
الحامض النووي (N4۸‏ المستخلص من خلايا معينهة 
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ويعتبر مشل هذا النموذج كاملا غير مكسور لإمكانية وجود البلازميد أثناء 
الاستخلاص على هاتبن الهيئتين . 

کا اننا نستطيع التأكد من عدم وجود مواد ملوثة في نموذڄ ا لحامض النووي 
اللستخحلص وذلك بإجراء عدة تفاعلات أنزيية ا الا نزعات القاطعة مع نماذج 
صغيرة ودا م خان النووي ومن ثم تهجيرها کا خلال هلام فحص نتيجة 
و 

فاذا ما تم تكسير نماذج الحامض النووي (ظهور الحامض على هيئة حزم في حالة 
مادج الحامض النووي صغير الحجم مثل DNA‏ البلازميدات أو على هيئة مسحة 
طويلة في حالة افج الحامض النووي الأكثر تعقيداً مثل (N4‏ البكتيريا وغيرها) 
فان التخوفج یکول ا ما إذا ظهر الحامض النووي كحزمة واحدة فأنه عندئذ يعتبر 
ا ببعض ألواد التي ثبطت عمل الأ نزعات القاطعة ويتوجب تنقيته مرة ا 

في معظم مماذج الحامض النووي الملستخلصة لأجل الهندسة الوراثية يكون 
النمودج ملو 

با لحامض النووي الريبوزي R4‏ ولا يؤثر وجود هذا الحامض في التفاعلات مع 
الأنزعات القاطعة . كمالا يعتبروجوده تلوثا . ولكن يكن التخلص منه عند 
الاستخلاص بإضافة آنزم الارانیز ۸ ۸45٥‏ قبل استخدام الفينول والكلورفورم أو 
طرد النموفج مركزياً بواسطة الطرد امركزي الفائق مع ملح كلوريد السيزيوم . 

بعد التأكد من عدم تكسر الحامض النووي (N4‏ وعذم تلوثه يتم حساب 
تركيزه وذلك بأخذ حجم معلوم من النموذج الأصلي وتخفيفه بالماء المقطر وتقدر 
كمية الحامض النووي الموجودة ذ فى النموذج باستخدام جهاز قرأءة الطيف الضوئي 
Spectrophot0ometry‏ عند الطول المىجي 260 انکستروما(260۸4) حيث إن القيمة 
الامتصأصية للطيف عءء١2طإهءط۸‏ واحد(1) عند هذا الطول الموجي تساوي 50 
اا من تر كيز الحامض النووي المزدوح الأشرطة 5×4 في السنتميترالكعب 
الواحد (القراءة (1)عند الطول الموجي 50=260 مايكروجراماً/سمة) كما يمكن 
أستخدام هذا الجهاز للتأكد من نقاوة النموذج وذلك بقراءة النموذج عندالطول الموجي 
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0 و 280 أنكستروم ويعتبر نغوذج الحامض النووي نقيأ عندما تكون نسبة القراءة 
عندها تلك الأطوال الموجية تساو 1:8 وملوثا بالبروتين أو الفينول عتدما تقل عن 
ذلك 

كما يكن حساب تركيز الحامض النووي في النموذج بطريقة تقديرية عن طريق 
تهجير نوذج معلوم الحجم من الحامض النووي امجهول التركي, كهربائياً عبر هلام مع 
غاذح حامض نووي متعددة معروفة التراكيز وثم مقارنة التراكيز المعلومة مع النموذح 
الجهول لتقدير تركيزه (الشكل 3-8) . 

بعد الانتهاء من عمليات التأكا. من صلاحية الحامض النووي (N۸4‏ وكذلك 
معرفة تركيزه . يتم اختيار الأ نزي أو الأنزيات القاطعة المناسبة لعملية الكلونة وأهدافها 
ثم يوضع تركيز مناسب من نوذج الحامض النووي في أنبوبة التفاعل وتعتمد كمية 
الحامض النووي في هذا التفاعل على طبيعة التجربة . يضاف بعد ذلك محلول دارئ 
(البفر) الخاص بالأنزيم والذي يوفر الظروف المناسبة لنجاح التفاعل وعادة يتم توفير 
أنبوبة البفر مع الأنزيم في حالة شرائه من الشركات المتخصصة في هذا الجال . كما 
مكن تحضيره مختبرياً حيث إن معظم بفرات الأنزعات القاطعة يجب أن تحتوي على 
مصدر لتوفير أيونات المغنيسيوم 12+2 وعامل مختزل مثل ألداي ايوثيروتول 
Dithiothreitol‏ لأ جل جعل الأنزيم e‏ ولنع تنبيطه وکذلك وجود ملح کلورید 
الصوديوم وتوفير سس هيدروجيني ۲۴ مناسب للانزي . بعد دلك يضاف الأ نزي 
بتركيز قدرة وحدة واحدة (1111 1 ) نكل مأيكروجرام مر اخامض النووي المستخدم 
فى التجربة بحيث يكون الحجم الكلي للتفاعل 20 مايكروليترا . ويكن استخدام الماء 
المقطر لإأكمال الحجم إلى أخحجم الكلي اللازم للتفاعل . وعلى سبيل المثال يمكن 
إضافة 10 مايكروليتر من فوذج الخحامض النووي بحيث يكون التركيز 0| 
مایکروجرامات و2 مایکرولیتیر من البفر الخاص بالأنزم (۱0۸) و 2 مایکرولیتر من 
الأنزيم(10 وحدات) و 6 مايكروليترات ماء مقطر لإإكمال الحجم . 
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100pg 200pg 300pg 500pg 


.5.4.3.2 : نماذج 04 معلومة التركيز 


(الشكل 3-8): أستخدام الهجرة الكهريائية عبر هلام الاجاروز لتقدير تركيز الحامض النووي 
(N4‏ المجهولة عن طريق مقارنته مع تراكيز مختلفة معلومة من (N4‏ آأخر 


إن درجة الحرارة 37.5 م تعتبر الدرجة المناسبة لحضانة معظم تفاعلات 
الأنزيات القاطعة ولكن هناك عددا قليلا من هذه الأنزعات تحتاج لفرتحات رار 
مختافة مثل الأنزيم ا Taql‏ الذي يحتاج درجة حرارة 65 8 . إن بقاء التفاعل 
دة ساعة بتر گافیا حیث أن وحدة واحدة من الأنزي قادرة على إنجاز مهمتها في 
تقطيع مایکروجرام واحد في ساعة واأاحدة عند درجة حرارة مناسبة و ذلك فأنه 
من الأفضل إضافة وحدات إضافية من الأنزيم للتفاعل وكذلك حضانة النمودج لفترة 
أطول نسبيا لضمان نجاح التفاعل . وبعد الانتهاء من الحضانة يتم إيقاف التفاعل 
بإضافة قطرة صغيرة من محلول E10۳۸‏ الذي يتآصر مع أيونات المغنيسيوم حيث 
رقف التفاعل من دونها .يتم بعد ذلك التأكد او“ جاح التفاعل وذلك تال 
1مایکرولیتر من محلول التفاعل وتهجیره دک عبر هلام الاجاروز حيث يعتبر 
وجود مسحة ضصبابية طويلة (في حالة استخدام نمودج حامضص نووي معقد) أو عدة 
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في التجارب التي يستخدم فيها نغوذج حامض نووي معقد يعود للحيوانات أو 
النباتات الراقية فأن عملية الهضم الكلي بالا نزعات القاطعة قد لا تناسب الهدف من 
الكلونة وخصوصاً عندما يتعلق الأمر بعزل مورثات كبيرة الحجم . حيث إن الهضم 
الكلي يؤدي إلى الحصول على قطع صغيرة من الحامض النووي ويؤدي ذلك إلى 
تقطيع المورثات المستهدفة إلى قطع متعددة ما يجعل عملية عزلها عملية شاقة وشبه 
مستحيلة . لذلك فأن أفضل طريقة هو تهيئة التفاعل ليتم جزئيا وذلك بإضافة كمية 
قليلة من الأنزي أو حضانة التفاعل لفترة وجيزة لعدم إعطاء الأنزي الفرصة الكافية 
لتقطيع الحامض النووي كليا . وبذلك فأنه يتم الحصول على غاذج من قطع الحامض 
النووي مختلفة الحجم . 

بعد الانتهاء من إجراء التفاعل مع الأ نزي القاطع المناسب والتأكد من نجاحه يتم 
تهجير النموذج كهرباثياً عبر هلام (لأجل عزل قطع الحامض النووي أعتماداً على 
وزنها الجزيئي) بوجود قطع حامض نووي معلومة الوزن الجزيئي (إء)131) ولفترة 
زمنية كافية لذلك . يصبغ الهلام ببيروميد الاثيديوم (50 مايكروجرام/لتر) لنصف 
ساعة ثم يفحص الهلام بالأشعة فوق البنفسجية لتحديد موقع قطع الحامض النووي 
لمناسبة للهندسة (الشكل 5-8) . 


عزل واستخلاص قطع الحامض النووي 5۸4 من الهلام 
یتم عزل قطع الحامض النووي المناسبة للهندسة الوراثية بإحدى الطرق التالية : 
أ-قص موقع الهلام الحتوي على قطع الحامض النووي المطلوبة ونقله إلى أنبوبة 
مناسبة وثم إضافة أنزي الأجاريز ۸24۲3١‏ للأنبوبة للتخلص من الهلام ثم 
تستخلص القطع المطلوبة باستخدام عمود السفيدكس 650 أو طريقة الحين-كلين 
التي تم الحديث عنهما في فصل استخلاص الأحماض النووية . وترسب قطع 
الحامض النووي باستخدام الايثانول المثلج (شکل 6-8( . 
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15-0 وحدة م أنزم قا 
ER‏ محلول دارئ (بفر 10×) 


2 
TTS E 
| ا‎ a ا‎ 


0 J) DNA 
حم‎ 
مایکرولیتی) حو 6 مایکرولیتر ماء مقطر‎ 


۱ 


حضانة التفاعل لمدة ساعة -ساعتين أو لنصف ساعة بدرجة حرارة مناسبة للأنزي . 


التفاعل في حجم 20 
کے ا 


أضافة قطرة صغيرة من محلول E01۸‏ لايقاف التفاعل 


يۇخحذ نغوذج من التفاعل (واحد مايكروليتر) للهجرة الكهربائية . 


النتاء 
ڪ | أتجاه الهجرة 
> | | الكهربائية 
غوذج التفاعل = 
الناجح = ma‏ | 
أ 


(الشكل4-8) : طريقة إعداد التفاعل الأنزيمي للحامض النووي N4‏ مع أنزيم قاطع 
والتأكد من نجاح او فشل التضاعل 
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ب-عمل حفرة أمام موقع قطع الحامض النووي المطلوبة ع٠٠۲۲‏ وملؤها بانحلول 
1٤‏ ثم الاستمرار بالهجرة الكهربائية حيث تزحف قطع الحامض النووي باتجاه الحفرة 
حتی تنتقل إلى محلول 1٤‏ ويتم تجميع الحلول بين الحين والآخر حتى الحصول على 
جميع القطع المطلوبة ثم تتم تنقية انحلول من بروميد الاثيديوم والأملاح كما سبق 
المحديث عنه في فصل استخلاص الأحماض النووية ثم ترسب القطع بإضافة 
الكحول المثلج (شكل7-8) . 

يحسب بعد ذلك تركيز قطع الحامض النووي بعد ترسيبها وتجفيفها وإذابتها 
بعدة ملیلتیرات من محلول ۲٤‏ أو الماء المقطر . 


2 — ڪڪ + 
23 = 
ڪ قطع بحجم 15-10 كليو 
4.4 اعد 
6.4 = 
کڪ أتجاه الهجرة 
9.6 ا الكرا 


أ : غوذج [N4‏ قياس ذو قطع مختلفة الحجم ۲)۲ M1]‏ ) . 
(0×4 لامبدا معامل بالأنزي 31 82 مثلاً) . 
2 : غوذج 5(N4‏ الجين . 


(الشكل5-8): تحديد موقع قطع الحامض النووي (N4‏ المناسبة لبناء المكتبة الوراثية 
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= قص الهلام الذي يحتوي على قطع الحامض النووي 
المناسة الحجم بواسطة سكين حادة رفيعة . 
EEE Kb‏ _- 


4 قياسي غوذج انجين 
1- هجرة كهربائية عبر هلام الاجاروز الخفيف 


4- أضافة أنزي الاجاريز والبفر المناسب 
للانبوبة لهضم الاجاروز والتخلص منه 
وأطلاق قطع الحامض النووي في انحلول . 


5- أستخدام عمود الفيد كس 650 لاجل فصل قطع 
الحامض النووي عن محلول التفاعل . يحم أولا غسل العمود 
بمحلول ملحي ثم يوضع النموذج وتترك القطرات الاولى ثم 
بترکیز معین . 

يضاف الكحول الاثيلي المثلج لتسرسيب قطع الحامض 
النووي- طرد مركزي- تجفيف الراسب ثم أذابة راسب قطع 
اللحامض النووي بخمسة مایکرولیترات ماء مقطر . 


(الشكل6-6): استخلاص قطع الحامض النووي (N۸‏ المناسبة لبتاء المكتبة الوراثية عن 
طريق قص هلام الاجاروز الذي يحتوي هذه القطع ثم تصفى بعد ذلك عن طريق انزيم 
الا جاريز وعمود السفيدكس 

286 


موقع الحفرة حيث يزال الهلام في هذه 
المنطقة عن طريق قطع مربع بالسكين 


۱ 


النووي المناسبه 


1¬ 
1 
1 
ل L‏ 
0 
رگ 


۳ 


دا 
دن 


4× قياسى نموذج امجين 


1- يتم تفريغ جزء من حوض الهجرة الكهرباثية من محلول الهجرة بحيث يصبح مستوى 
الحلول أقل من مستوى السطح العلوي للهلام . 

2- تضاف كمية من محلول ۲٤‏ إلى الحفرة ويسمح بعد ذلك للتيار الكهربائي بالمرور لمدة 
خمسة دقائق . يوقف التيار الكهربائي ويجمع محلول 1۴ من الحفره في أنبوبة ویضاف محلول 1٤‏ 
جديد للحفرة ويسمح للتيار الكهربائي مرة أخرى بالمرور وهكذايتم في كل مرة جمع محلول ۲۴ 
من الحفرة لمدة 25-20 دقيقة . | 


يضاف كحول البروبانول محلول القطع للتخلص من بروميد الاثيديوم وترسب قطع الحامض 
النووي بالکحول ثم ترسب بالطرد المركزي تجفف وتذ اب بخحمسة مايكروليترات من الماء المقطر . 


(الشكل 7-8 ): طريقة أستخدام الحفرة 1۲0181 لأجل أستخلاص قطع الحامض النووي 
المناسبة لبناء المكتبة الوراثية 
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استخدام الحامض النووي المتمم c0 N4‏ : 

يفضل بعض الباحثين استخدام الحامض النووي المرسال "۸١4‏ لبناء مكتبة 
الموزتات لسيب رتيسن هو أن هدف الهندسة الوراثية هو عرزل ورات تة أ 
لذلك فأنه ليست هنالك أهمية في تمشيل جميع المورثات في المكتبة بل تقة تقتصر على 
عشي المورثات التي لها القدرة على التعبير عن نفسها بينما تبقى لورثات الكامنة أو 
لمثبطة خارج هذا التمشيل . وهكذا يتم الحصول على مكتبة وراثية صغيرة الحجم 
سهلة التصفية* . لا يستخدم الحامض النووي المرسال مباشرة في بناء مكتبة المورثات 
بل يتم استخدامه في تفاعلات أنزمية معينة للحصول على نسخة حامض نووي 
4 متممة له ٩2۸4‏ . وتستخدم هذه النسخة في عملية بناء ا لمكتبة . 

لأجل عزل الحامض النووي المرسال فأنه يتطلب عزل الحامض النووي الريبوزي 
الكلي ٥۲21 8١۸‏ من نغوذج الخلايا المتوفرة . ان أفضل وسيلة لاستخلاص 
اللامضن ري رهزي لكل م اما هة لطر ا رى التاق برجو اح 
كلوريد السيزيوم حيث يترسب الحامض النووي الريبوزي في قعر أنبوبة الطرد . 
وبعدالتخلص من محتويات الأنبوبة الأخرى يتم تجفيف الحامض ثم إذابته بعدة 
مليليترات من الماء المقطر المعقم لينقل بعد ذلك إلى عمود الفصل من النوع 0عنا©O‏ 
6ا ) ١١‏ حيث يتم فصل الحامض النووي المرسال حسب الطريقة التى تحدثنا 
عنها ا في فصل أستخلاص الأحماض النووية . يتوجب الحواظط على OE‏ 
الريبوزي الكلي أو امرسال من التلوث حيث يتحطم كليا فی نحالة وود اديا 
أو بكتيرية أو غيرها لذلك فأنه یجب استخدام قنان وأدوات EO‏ 


ن خ حامض نووي 0۸ متمم من قالب حامض نووي مرسال 
اة على فذرة نزي الاستنساخ العكسي (طريقة إضافية) الذي م ااد ی علها 
في فصل الا ترات .بتكن هذا الا نزع من البقاء عندما توجد بادئة ملتصقة مع 
القالب وذات نهأية هيدروكسيلية . ويتم ذلك اعتمادا على وجود ذيل من عديد 


پې دات مورٹات خحالية من الانترونات . 


الادنين "4 رام٣۴"‏ فى نهاية القالب حيث تضاف بادئه مؤلفة من عديد الغايين 
"Poly 1"‏ دات نهاية هيدرو كسيلية د ترتہط هذه البادئة ي دیل عديد الادنين لتوفير 
نهاية هيدروكسيلية حرة مناسبة لعمل الأنزيم . يقوم بعدها أنريم الاستنساخ العكسي 
بوجود الكل دات الاربعة dNTP‏ اة تصتيع الحامض النووي DNA‏ 
بتصنيع نسخة مفردة من الحماض النووي N4‏ المتمم . يتم بعد ذلك التخلص من 
نسخة الحامض النووي المتمم ويضاف إليها أنزيم قطع الكلينو مع النيوكليوتيدات 
الأربعة حیث يستخدم الأنزيم بادثة أنشوطة دبوس الشعرم 00ا ۳ Hair‏ المتوفرۃ فی 
قالب المتمم طبيعياً لتصنيع نسخة ثانية من الحامض 0١4‏ المتمم -يتم التخلص 
بعد ذلك من الترددات التي تمثل انشوطة دبوس الشعر بإضافة أنزي النيوكلييز -اN 5S1‏ 
الحامض النووي المتمم 4×( (شكل 8-8) . تأتي قدرة أنزيم النيوكلييز 51 على إزالة 
ترددات أنشوطة دبوس الشعر من قدرته على تحطيم النيوكليوتيدات غير المزدوجة 
الموجودة في انحناءة هذه المنطقة . 

(اكسونات)المورثات فقط ولذلك أهمية كبيرة في التعبير عن هذه المورثات في حالة 
أستخدام البكتريأ كمضائف للمواد المهندسة . إذ تفشل الورثات التى تحتوي على 
التخلض من الترددات المناظرة للمتداخحلات قفي اخامص آلنووي المرسال الناج عن 
استنساخ Transcript‏ هذە المورثات وبالتالي فأنه لا تتم ترجمة )ایم 1a‏ هذا 
الحامض النووي . 
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LIILLIILI‏ حامض نووي ریبوزي مرسال 


mRNA 
ذيل عديد الادينين‎ 
. إضافة ذيل عديد الثاعين كبادئة‎ Ploy (A) Tail 


بادئة 


Poly (T) 


١ سے‎ 
MMT 


سے ا أنزم الاستدساخ المكسي 


Reverse transcriptase 


١ 
DNA- mRNA Û 
ہی 01 هید رو کسید الصودیوم‎ 


ا ن کر انشوطة الشع 
n‏ 0 د = 

: SN Klenow Fragments 

Har pin Loop dNTP enzyme 


OH 
مستوي‎ DNA مزدوج‎ 
النهايات‎ 


(الشكل8-8): طريقة تصنيع مزدوج حامض نووي [N۸‏ مكمل من شريط حامض نووي 
مرسال باستخدام انزيم الاستنساخ العكسي وقطع كلينو 
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ثانيا: إختيارالناقل المناسب وهندسة قطع الحامض النووي معه 

استیعاس قط الخامض ال النووني التي یر . س مېا ۰ عشرة a‏ قاعدة وإدأ ما أ o‏ 
من رخ قطع حامصس ووي اک ل د ادزم فأن الر ميد س تققد 
استقراریته فی الخلايا المضيفة ثم تبدأ هذه اخلايا بالتخلص منه » هذا إضافة إلى 
زيادة فرصة لل هد النوع من البلازميدات المكلونة ا في حالة اس حدذاأد 
البلازميدارت فى بنأء مكتبة المورثات ججين كبير الحجم مثل مجن الأنسان الدي يبن 
حجم10 کياو فا تى دة إلى کشر من صف 2 بالازمید مکلوں لتمٹیل غا هاا 
اجن ومں الصعب عنی مشل هذه الكفاءة في البلازميدات ن . لذلك ا اة 
النواقل تعتبر مناسة عند استحدام فطء تع حامصضص ووي تتراوح أحجامها بن 

5 کیلو قاعد: (قشيل محنات صعسرة ا اه عل أستخدام محتبة اورا ت 
لدراسات تطور ية و ایح اد عااقان الت ابه اا الأ بوة وتوفير الاأدلة الجرمية a‏ 
القدرة الاستيعابية فى العاثيات فتزيد الى الضعف عما هى عليه لدى البلازميدارت . 
وتستطيح العاثيات أستيعاب قط حامض نووي يتراوح حجمھها بین 30-20 کیلو 
قاعدة دون أن يؤثر ذلك فى حيويته' . أما الكرميدات فأن لها أكبر سعة استيعابية 
من e‏ النواقز الأ خری 5 تزيذ سعتها الأستيعابرة عن 40 کیو قأاعدة ۰ ا 
قدرة الكوزديد أت الأستيعابية العالية لية إلى صعر ta‏ الكوزميذد ِد يبلغ اقصی حم 
للکوزمید -حواني كيلو قاعدة وهو -حجم مناسب لاحتواء الكوزميد على موافح لزجة 
Cos‏ ومورت انتخابی ومنطقة تضاأعف نالازميدية : 

ولأجل معرفة أهمية القدرة الاستيعابية للناقل فأننا سنضرب هذا المثال 
لتوضيح ذلك ؛ يبلغ حجم الجن الكأمل للخميرة حوالی 14,000 كيلو قاعدة ولأجل 
ثيل جميع مورثاته فى المكتبة الوراثية فأنه يتطلب أن تتم هندسته فى حوالى 3000 
حامض نووي يبلغ حجمها 30,20,10 كيلو قاعدة على التوالي . 
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اختيار البلازميدات كنواقل 

رضن أن مجموعة قطع الحامض النووي 04 التي تم عزلها في المرحلة 
الأولى يتراوح حجمها بين 10-5 كيلو قاعدة وهي أحجام تناسب استخدام البلازميد 
كنواقل هندسة لهذه القطع . لذلك فأنه يتوجب اختيار بلازميد مناسب لعملية 
الهندسة الوراثية . تة تقع البلازميدات المستخحدمة في الهندسة الوراثية في مجموعتين 
هما مجموعة n‏ ذات الغرس التشبيطى والبلازميدات الانتقائية المفردة وقد 
ع الحديث عنهما في فصلل نواقل الهندسة الوراثية . 

ففي حالة استخدام بلازميد من امجحموعة الأولى مشل البلازمید 8۸322 ۲ 
الذي يحتوي على موقعين لمقاومة المضادات الحيوية الأول لمقاومة الامبسلين والثاني ‏ 
لمقاومة التتراسايلكين فأنه عند كلونة قطع الحامض النووي فيها فأن هذه القطع في 
حالة نجاح الكلونة ستستقر بين جنبات مورث مقاومة التتراسايكلين و بينما يبقى 
مورث مقاومة الامبسلين سليما . ويسبب ذلك تدمير مورث مقاومة التتراسايكلن . 

بيسما تبقى البلازميدات التي فشلت كلونتها تحتفظ بالمورئين سائين . ولأجل 
استخدام مثل هذا الناقل يجب أن يتم عزل قطع الحامض الثووي المراد هندستها من 
مجين معامل بالا نزي القاطع 11 8m‏ لتوفير نهايات لزجة متكاملة مع نهايات 
البلازميد 322 ۴8۸ المفتوح بواسطة نفس الأ نزم وحتى تستطيع 2 الحجامض 
النووي الالتصاق مح نهأيأت البلازميد عند أضافة نزي اللحام لهما . 
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تتم عملية هندسة قطع الحامص النووي م البلازميد غن طريق آحذ تركير 
مع ا النووي مع البلازميد عن طق أخذ تر كيز معن 
اتام قطع الحأمض النووي المراد هندسته في أنبوبة تفاعل وإصافة تركيزر 
مناسب من البلارميد المفتوح مع وحدات منأاسبة من أنزي اللحأم وبفرة وثم حضانة 
التفاعل بدرجة حرارة مناسبة بعد الانتهأء من فترة الحضانة بتم ادخال اللازميدأت 
الناتحة عن التفاعل في خلايا مضيف معين كما سيأتي لاحقا . 

أما في حالة أستحدذام بلازميد دي صفة انتقائية مفردة كمأ هى إحال فى 
البلازميد ۲5۲65 الذي يحتوي على مورث مقاومة الامبسلين فأن قطع r‏ 
النووي المراد هندستها ستلتحم في موقع بعيد عن مورث مقاومة الامبسلين 
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إن الصعوبة التى تكمن فى عملية استخدام البلازميدات الانتقائية المفردة هو 
في كيفية تييز المستعمرات التي تحتوي على البلازميدات الهجينة من غير الهجينة 
بعد إدخحال هذه البلازميدات قو مضائف مناسبة وعلى اة حال تبقی عملية 
استخدام ذه النواقل في بناء مکتبات وراثية اقل قىمة من استخدام البلازميدات 


ذات الغرس التتبيطى . 


اختيار العائيات كنواقل 

و ااا كر اقل افا ف ا ها ن رات مت 
د ما الفر و ررد الد من الراى ارد شاف ال رات اقا 
ما يعطي حرية في اخحتيار الأ نزي اللازم لقطع امجينات . هذا إضافة لوجود يزات 
أخرى عديدة . فلو أفترضنا أن حجم قطع الحامض النووي التي تم عزلها في المرحلة 
الأولى يتراوح ما بين 20 إلى 37 كيلو قاعدة فأنه عندئذ يصبح خيار العاثيات هو 
الأفضل في الكلونة . تقع العاثيات المستخدمة كنواقل في مجموعتين ماثلة لتلك 
الموجودة في البلازميدات . فهناك عاثيات غرس تنبيطي وأخحرى ذات صفة أنتقائية 
مفردة .. ٠‏ 

ففي حالة استخدام ناقل غرسر تثبيطي مشل الناقل لامبدأ ١1‏ فأن قطع الحامضص 
النووي الناتجة عن ا بأنزم ۴٤٥ R!‏ ستلتحم بین جنبات الورث آ٣‏ المفتوح 
بواسطة الأنزيم السابق وهذا ما يؤدي إلى إتلاف أمر ن 01 المسؤول عن تعكر لون 
اترات وجوه عو و للك هه e‏ العاثيأت الهجينة فى 
مضائف فأنه يصبح من السهولة تيير الستعمرات الهجية من عير الهجينة 1 

أما في حالة استخدام عابت دات صعة انتقالية مفردة مثل العاثي لأممدا 
SP‏ فان التحام قطعة إاخامص الىووي مع هد: العاتي يدي الى وله آل لی عاٹي SF‏ 
له القدرة على أصابة بکتيريا القولون ناه .£ انحتوية على البلازميد الاندمأاجى ۲2 . 
SE NON Sea NENA‏ 
الهجينة (5) فقط ستصيب البكتريا بينما تفشل العاثيات غير الهجينة 8S۲"‏ من 
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ذلك . كما يكن إجراء تجارب الكلونة مع نوع ثالث من مشتقات العاثيات وهي 
العاثيات الاحلالية حيث تتميز هذه العاثيات بفقدانها لمنطقة مركزية من مجينها 
لذلك فأنها تكون غير نشطة وغير قادرة على إصابة بكتريا القولون . ولكن في حالة 
التحام قطعة حامض نووي مساوية للمنطقة المفقودة مع أذرع هذا العاثي فأنها 
ستستعيد نشاطه . وعند ادخاله فى المضائف فأنه يكن الحصول بكل سهولة على 
العاثيات الهجينة من خلال تحلل المستعمرات البكتيرية المصابة به فقط . 

وإضافة إلى ما سبق من الأمثلة على استخدام العاثيات فأنه هناك المزيد منها 
في الفصل الخاص بالنواقل المستخدمة في الهندسة الوراثية . 


اختيار الكوزميدات كنواقل 
کرات کیاد شاا هي جزيئات هجينة مؤلفة من حامض نووي 
عاث وآخر بلازميدي . وتسلك عند إدخالها إلى المضائف كبلازميدات 


ترجع قابليتها للاستخدام في أعمال الهندسة الوراثية لبناء مكتبات وراثية إلى 
احتوائها على الموقع ئ الذي يعطي نهايات لزجة عند فتحها بالأنزيم القاطع 
المناست . تتميز الكوزميدات بعدم قدرتها على النمو وإصابة الخلايا فى حالتها قبل 
إجراء الكلونة لها . لذلك فأنه عند ام قطع حامض نووي كبيرة الحجم في الوقع 
5ء وإدخال الهجائن إلى المضائف وتنميتها على وسط غذائي انتقائي (مشلا 
تلن في حالة استخدام الكاوزميدات ۴|88 الذي يحتوي على مورث مقاومة 
الامبسلىن) فأن ج عميع البكتيريا احتوية على الكوزميدات الهجينة ستنمو بينمأ تفشل 
المضائف التي لم يتم إدخال الهجائن فيها . 

تعتبر الكوزميدات مثالية تماما عن استخدام قطع حامض نووي يزيد حجمها 
عن 30 كيلو قاعدة »كما أنها الناقل المناسب عند استخدام الحامض النووي المتمم 
E cDNA‏ لأن قطع الخحامم ى النووي المتمم مستوية النهايات فأنه لا بد من 
تحويرها لجعلها مناسبة ا مع الكوزميد .يتم ذلك عن طريق إضافة ذيل من 
عديد الادنين أو الجوانين أو السايتوسين أو الشايين بواسطة الأنزيم 1۵ل الذي سبق 
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الحديث عنه في فصل الأ نزعات . يستخدم هذا الأ نزي النهاية الهيدروكسيلية الحرة 
في نهايتي قطع الحامض النووي المتمم لإضافة النيوكليوتيدات . كما يستخدم نفس 
الأنزيم السابق لاضافة ذيل متعدد متكامل للكوزميد بعد فتحه بالأنزي القاطع 
المناسب . بعد الحصول على النهايات اللزجة اللازمة لكل من قطع الحامض النووي 
اتمم والبلازميد يتم هندسة هذه القطع مع الكوزميد باستخدام انز اللحام ثم يتم 
إدخال الهجائن الى مضيف مناسب (الشكل 9-8) . 


ثالثا: إدخال النواقل المهندسة وراثيا إلى المضائف (البكتيريا): 

في الخطوات السابقة ثم تهيئة النواقل المهندسة وراثياً مع قطع الحامض النووي 
4 المرغوب فيها . أما في هذه الخطوة فيتم إدخال جزيئات النواقل المكلونة إلى 
البكتيريا التي تمثل خلايا الضيف . تؤدي عملية إدخال نوات الهندسة الوراثية من 
النواقل الهجينة إلى البكتريا إلى تحقيق عدة أهداف . أول هذه الأهداف هو لمعرفة 
كفاءة الهندسة الوراثية وكذلك لمعرفة حجم مكتبة المورثات التي تم بناؤها . ولذلك 
أهمية كبيرة في تقييم استراتيجية الكلونة المستخدمة ومدى الاستفادة من المكتبة 
الوراثية . فكلما زادت سعة المكتبة الوراثية زادت أهميتها وزادت احتمالية تمثيلها 
لعظم مورثات الجين والعكس صحيح . وعلى الرغم من أن هذا الهدف يرتبط أصلا 
بنوع الهدف الذي من أجله تم بناء المكتبة الوراثية فأن سعة المكتبة الوراثية تصبح أقل 
أهمية فى حالة أن هدف بنائها هو لأ جل دراسات تطورية وإيجاد علاقأت القرابة وما 
إليها نن وشات : 

وكذلك في حالة استخدام الحامض النووي المتمم في الهندسة . ذلك أن 
دراسات التطور والقرابة لا تستهدف سوى الحصول على قطعة واحدة أو عدة قطع 
عشوائية من الحامض النووي لأ جل استخدامها كمجس أو مجسات لايجاد مثل هذه 
العلاقات . كما أن نسبة تمثيل مورثات معينة نشيطة في المكتبأت الوراثية التي 
تستخدم فيها نواقل هجينة مع حامض نووي متمم يكون عالياً حتى في المكتبات 
ذات الحجم البسيط . 
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OH‏ کوزمید مفتوح 
coxa DIL or,‏ © 
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ذيل عدد الثاعين 
Poly <1 Mu,‏ 


عذيد الادنين 
Poly - A‏ 


انزي اللحام 1g2458€‏ 


کوزمید مهنذس وراثا 


(الشكل 9-8( ستراتیجیه استخدام الحامض النووي اتمم cDNA‏ والكوزميد لمنأء 


أما الهدف الثاني هو لأ جل تضخيم قطع الحامض النووي المهندسة مع النواقل . 
إن معظم نواقل الهندسة الوراثية المستخدمة لها قابلية ذاتية على التضاعف المستقل 
عن المضيف . وتعتمد معظم هذه النواقل على أنزيات المضيف في ذلك . لهذا فأن 
إدخال النواقل الهجينة إلى الضائف سوف يتيح فرصة تضاعف هذه النواقل داخل 
خلايا المضائف وبالتالي فأنه تبعا لذلك تتم مضاعفة قطع الحامض النووي المهندسة 
مع النواقل . 

إن تركيز قطع الحامض النووي المستخدمة في عملية الكلونة يكون عادة قليل 
ولا يزيد في أفضل حالات الكلونة عن 50 نانوجراما . وعكن تضخيم هذه الكمية 
داخل المضيف لتصل إلى أكثر من مايكروجرام . وعند استخدام طرق تربية جيدة 
كما فى حالة استخدام المرق المغذي المقوى بالكورومفينيكول فأنه كن الحصول على 
كمية أكبر تصل إلى مليجرام . 

الهدف الشالث هو التنقية . إذ أن عملية الكلونة تؤدي إلى الحصول على أنواع 
مختلفة من جزيئات الناقل . فبعض النواقل مهجنة بقطع حامض نووي في وضح 
صحيح وهي المطلوبة في المكتبة الوراثية والبعض الأخر مهجن بقطع حامض نووي 
في وضع غير صحيح . هذا إضافة إلى وجود قطع حامض نووي حرة لم تتمكن من 
الالتحام مع جزيئات الناقل وكذلك وجود نواقل التحمت أذرعها مع بعضها دون أن 
تتمكن من الحصول على قطعة حامض نووي لتهجينها . لذلك فأن إدخال النواقل 
إلى المضائف سوف يسمح لنا بالتخلص من جميع أو معظم الحزيئات غير المرغوب 
فيها . وتساعدنا طرق انتقاء الهجائن في ذلك كثيرا وحسب نوع الناقل المستخدم . 

إن الضائف التى تستخدم هنا هى ليست المضائف النهائية لعملية الهندسة 
اوا به فا ف م او غا و ر وان 
أجل تحقيق الأهداف التي تم الحديث عنها . 

هناك عدة طرق لإدخال النواقل الهجينة إلى بكتيريا القولون* وأهم هذه الطرق 
هى التحول rans] 210١‏ 1 والتعبثة خارج Invıtro Packaging DÈ|‏ . 


٭ تعتبر بکتريا القولون اهء.8 بسلالاتها الختلفة من أشهر وأفضل المضائف المستخدمة فى تنمية هجائن 
المكتبات الوراثية وتستخدم في اكثر من 95 / من المكتبات الوراثية التي انشئت د الأن . 
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Transformation J التحو‎ 


إن معظم الأ نواع البكتيرية لها القابلية على استقبال جزيئات الحامض النووي 
الموجودة في وسطها الغذائي ولكنها تعمل على تحليل هذه الجحزيئات بواسطة أنزعاتها 
احطمة إلى نواتج مختلفة . يحصل في بعض الأ حيان ان بعض جزيئات الحامض 
النووي هذه تنجح بالنجاة من التحطم . أذ تتعامل الخلايا البكتيرية مح مثل هذه 
الجزيعات على أنها جزيشات ذاتيه . إن مشل هذه الجزيئات تكون على هيشة قطع 
حامض نووي ذات أصل تضاعفي مشابه لما هو في البكتيريا . لذلك فأن هذه القطع 
ستتمكن من الالتحام مع ۸4( المضيف أو تعيش وتتضاعف داخل الخلايا إذا 
كانت على هيئة بلازميدات دون أن تحللها الأنزعات القاطعة البكتيرية . وبطبيعة 
الحال فأن مثل هذه الأنواع ستكتسب صفات جديدة نتيجة وجود البلازميد . وعلى 
ذلك فأن هناك أنواعا مختلفة من البكتيريا لها القدرة الطبيعية على التحول واستقبال 
البلازميدات أو قطع حامض نووي . 

إن أول الملاحظات التي سجلت حول التحول في البكتيريا كان في عام 1928 
من قبل جرفت 611۴۴۲١‏ وعام 1931 من قبل دواسن وسیا 51۹ & 14۷0١‏ علی 
كرويات ذات Diplo0c0occUs ail‏ و Streptococus‏ .استخدم هؤلاء الباحثون 
سلالتين من هذه البكتيريا هي سلالة (۸) غير المرضية وسلالة(5) المرضية . قام 
الباحشون بقتل بكتيريا ذات الرئة المرضية (السلالة 8) عن طريق الحرارة العالية ثم 
خلطوا رماد هذه البكتيريا مع البكتيريا الحية من السلالة غير المرضية (۸) ثم حقنوها 
فى الفئران ولاحظوا بعد ذلك إصابة حيوانات التجربة بذات الرئة » وعندما عزلوا 
A O a a a‏ 
السلالة غيرالمرضية (۸) تحولت إلى السلالة المرضية(5) بعد خلطها مع رماد السلالة 
(5) . ولم تستطع هذه التجارب تقدي تفسير حول دور الحامض النووي (N4‏ في 
التحول إلا أن تجارب لاحقة أثبتت هذه الحقيقة . 

توالت بعد هذه التجارب النتائج التي تؤكد حصول التحول في أنواع عديدة من 
البكتيريا » وتعتبر الآن أنواع مختلفة من البكتيريا التي تنتمي للأجناس البكتيريا 
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j Neisseria, Moraxella, Haemophilus « Streptococcus, Bacillus 
البكتيريا المتحولة طبيعيأً . كما سجلت العديد من الأنواع البكتيرية التي ليس لها‎ 
القابلية على التحول مل بکتیریا القولون ناهی.٤ . هذا إضافة إلى ان قابلية التحول‎ 
في الجموعة الأولى ضعيفة جداً . كما ان بعض الأنواع ذات القدرة على التحول‎ 
5١۸ الطبيعي تفشل في التحول عند استخدام حامض نووي حلقي مشل‎ 
البلازميدات أو العائيات . لذلك فقد جرت العديد من الحاولات لأجل تحويل‎ 
البكتريا غير المتحولة طبيعياً . وعلى الرغم من فشلل معظم هذه الحاولات لاصطدامها‎ 
بالنشاط الحاد للأنزمات القاطعة وغير ذلك إلا أنه في عام 1970 نجح العالمان ماندل‎ 
وهيغا 24¡ & 1ء ل4 في ايجاد طريقة لتحقيقه ذلك . تلتها بعد ذلك محاولات‎ 
ناجحة عديدة استخدمت نفس الأساس في طريقة التحول للعالمان ماندل وهيغا مع‎ 
. بعض التحويرات لزيادة كفاءة التحول‎ 

استخدم ماندل وهيغا محلول كلوريد الكالسيوم 2ع المثلج عيارية 0.1 
مولاري في معاملة خلايا بكتيريا القولون نامء لعدة دقائق لجعلها قادرة على 
ال أ من الان لري لعا لادا كا ها بام دام فن 
الطريقة فى ادخال بلازميد ۴8۸322 إلى نفس البكتيريا .وقد تم تحوير هذه الطريقة 
مرارا لزيادة كفاءة التحول حتى أصبح الآن بالإمكان الحصول على كفاءة تحول عالية 
تصل إلى أكثر من 10 خلية /مايكروجرام من الحامض النووي5N۸‏ . 

تستخدم طريقة التحول كثيرا في إدخال البلازميدات الهجينة المستخدمة في 
بناء مكتبات المورثات إلى المضائف البكتيرية . يتم في هذه الطريقة تأهيل البكتيريا 
التي لا يزيد عمرها عن 24 ساعة . معاملتها بمحلول كلوريد المغنيسيوم المثلج عيارية 
1.مولاري لمدة خمس دقائق . تصفى البكتيريا بعد ذلك بالطرد المركزي وتعامل مع 
محلول كلوريد الكالسيوم المثلج عياريه 0.1 مولاري لمدة عشرين دقيقة . يتم بعدها 
حساب حيوية الخلايا المؤهلة“ Competent Ces Via!)‏ بزراعة كمية معلومة 
لعدة تخافيف على وسط زرعي صلب وحساب عدد الملستعمرات في تخفيف 
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تمزج كمية معروفة من الخلايا المؤهلة مع محلول الناقل الهجين 20-10 نانوجراماً 
من الناقل) ويترك المزيج في الثلج لمدة نصف ساعة . ينقل المزيج بعدها لحمام مائي 
بدرجة حرارة 42 لمدة دقيقتين ثم يعاد إلى الثلج مرة أخرى لعدة دقائق .يؤخذ حجم 
معن من محلول البكتيريا المتحولة 1۲4١50١۳٥١‏ ويحضر منه عدة تخفيفات 
۱0-0" . تزرع كمية محددة من ثلاثة تخافيف وسطية على وسط غذائي صلب 
انتقائى وتحضن بدرجة حرارة مناسبة لمدة 48-24 ساعة . تحسب بعدها كفاءة التحول 
کاب ا حساب حيوية الخلايا . إن آلية تأثير الحاليل الملحية على تأهيل الخلايا 
البكتيرية غير معروف لحد الآن . إلا أنه يعتقد أن هذه الاملاح تؤدي بطريقة ما الى 
زيادة نفاذية جدران الخلايا البكتيرية أو زيادة كفاءة بروتينات الغشاء الناقلة . كما أن 
استخدام درجة حرارة عالية 42م بعد تبريد الخلايا هو لإإحداث صدمة فسلجية في 
الخشاء تؤدي إلى زيادة استقبال الخلايا للبلازميدات . كمأ تستخدم هذه الطريقة 
أيضاً لإدخال النواقل الهجينة للعاثي لامبدا . 

إذ ثل مجن العاثى لامبدا بهيئة حلقة مزدوجة دائرية مشأبهة لما هو فى 
البلازميدات . تبداً العاثيات بالتضاعف داخحل خلايا المضيف وتعمل فى نهاية ك 
إلى تحليل مستعمرات البكتيريا المضيفة منتجة بقع رائقة ثل مستعمراتها . وعلى 
الرغم من أهمية استخدام مجين العاثي في بناء مكتبات المورثات إلا أن كفاءتها 
قليلة ولا تتعدى فى أفضل الأحوال 10 بقعة/ مايكروجراما من الحامض النووي 
العاثى ما يجعلها عبرلا لبناء المكتبات الورائية للأحياء الراقية التى تتطلب 
كفاءة لا تقل عن 107 . ۰ 


Invitro Packaging lI التعثة خارج‎ 


نظرا لأهمية العاثى لامبذا فى الهندسة الوراثية فقد اتجهت أنظار الباحشين 
لأجل زيادة كفاءة تحوله . وانتهت هذه التجارب بتوفير الطريقة التي يطلق عليها الآن 
الخو تة حارج الخلايا .اذ جح هون وموراي i & Murray‏ عام 1977 
بإطلاقها . تعن هذان الباحثان في الحصول على سلالتين من عاثيات لامبدا ذات 
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البروتین ٤‏ الذي يمثل بروتين تصنيع ا الأولية للعاثي ّ السلالة 
الثانية (الطفرة ) في تصنيع البروتين 2 الذي يقوم بغلق الرؤوس الأولية بعد دخول 
جزيئات الحامض النووي إليها . ونتيجة لهذه الطفرات فأنهما لا يتمكنا من إنتاج 
عاثيات ناضجة داخل بکتيريا المضیف (بکتیریا القولون ناهاء.٤)‏ . 
انفراد .ثم تمكنوا بعد ذلك من إنتاج عاثيات ناضجة خارج الخلايا بعد مزج جزيئات 
وتتوفر الان سلالتان من بکتیریا القولون ذاهاء. تحتوي كل منهما على سلالة 
طافرة من العاثي لامبدا تدعى سلالة البکتریا الأولی 2688 8118 iاه‌اء.8‏ وتحتوي 
علی و E‏ و السllة‏ 2690 E.coli BHB‏ التي وي ري على 


. Freeze-Thaw extracts g Sonic extracts تن‎ E عبوتن‎ 


تختلف هذه الطريقة عن التحول باستخدام مجين العاڻي لامبدا(الذي سبق 
الحديث عنه في طريقة التحول) في أنه تعت تهيئة العاثيات الناضجة خارج الخلايا 
بينماأ تة تقوم خلايا البكتريا بهذه المهمة ولل ادخحال مجینات العائيات الهحينة بطريقة 
التحول . 


استخحدام العبوات التجارية في التعبئة خحارج الخلايا 

کیاد كرا شاا فان روات الان اة مك مه کس ضرت 
تجارية على هيئة عبوتنن إحداهما Freeze / hw extracts‏ تثل الرؤوس الأولية 
للعاٹی والعبوة الثانية كاعه٠)×ء 50١1‏ تمثل البروتينات الأخرى وتحفظ عادة بدرجة 
ا 0 -م . فلو افترضنا أن الناقل الهجين المستخدم في الهندسة الوراثية هو 
العاثي m4‏ وهو جاهز للتعبئة خارج الخلايا عندئذ تذان عبوتا الخحلاصات 
البروتينية بوضعها بين أصابع اليد حتى بداية ذوبانهما ثم توضعان في كأس ثلج . 
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يقل 4 ماک ولیت ات من ملول ل العاثي الهسجين EMB L4‏ ا وه Freeze/ o‏ 
11۵۷ ثم يضاف إلى هذا المزيج 5| A‏ عبوة €X1۲۵215‏ 501€ . یخلط 
امريج E‏ بالطرد المركزي لعدة وان تم يحصن بدرجه حرارة 22م دة ساعتىن . 
ويذكر أنه يجب إتمام عملية التعبثة بأسرخ مايمكن للحصول على كفاءة عالية جدا 
سلسلة تخافيف 7-10 10 . يؤخذ200 مايكروليتر من كل تخفيف بصورة مستقلة 
ويخاط مع 200 مایکرو لیر هن محلول الكرا P2‏ iاoاE.c‏ (عمر 24 ساعة) 
وتعاد عملية الالط . یحص" e‏ العاثيات وال يا لمدة نصف سأعة بد رجه -حرارة 
۳ س کک المصابة بالعاثيات على أوساط غذاثية صلبة ويستحدم اة 

إن عملية التعبئة خارح الخلايا لا تكون ناجحة تماما حتى ولو أجريت من قبل 
خبیر ثل هذه العملية وذلك لعدم نقاوة الستخلصأت اسو تة الملستخحدمة في هذه 
العملة.. لذلك فاه لأجل الحصول على أعلى كفاءة يجب الإسراع تماما في إجراء 
عملة التعبئة Sl,‏ أن ارتفاع درجه هة حرارة المتخلصأات ا اک م 5 م لذقاتة. قليلة 
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حدا يؤدي إلى تثبيط عمل أا لبروتينات وبالتالي تفشل عملية التعنكة رها“ 
مكتبة وراثية له وأخرى التحمت أذرعها مع بعضها وفشلت في الكلونة . 
لذلك فإن استخدام سلالتين من بكتريا القولون ۲2393 و 358 تمكننا من 
معرفة كفاءة الكلونة وكذلك حساب عيارية المكتبة ۲عااا ط1 . إذ أن العاثيات 
الهجينة الناضجة فقط هي التي ستنجح في التضاعف داخل السلالة ۲2392 بينما 
O‏ کا من العاثيات الهجينة وغير الهجينة الناضجة من إصابة السلالة 0358 . 
ومن خلال حساب عدد البقع الرائقة لكل منهما فأننا سنتمكن من معرفة 
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وتستخدم البقع الرائقة النامية من السلالة ۲2392 لتجميع مادة المكتبة الوراثية 
خی ان هذه البقع تمثل فقط العاثيات الهجينة المطلوبة للمكتبة . 

أن طريقتي التحول والتعبئة خارج الخلايا تعتبر مناسبة جدا في حالة استخدام 
بکتیریا القولون ذاهع.8 كمضائف . لكن هذه الطرق قد لا تناسب بكتريا أو مضائف 
أخرى . لذلك فأنه يتم اللجوء إلى طرق إدخال أخرى مثل طريقة تحول البروتويلاست 
والحقن المجهري ١٥0اءعز«زهإءM‏ . ونظرا لصعوبة هاتين الطريقتين فأنها لا تستخحدم 
عند الإعداد لبناء مكتبة المورثات ولكن يكن استخدامها فى المراحل المتقدمة فى 
ا ٠‏ ۰ 


حساب عدد الكلونات الممثلة في مكتبة المورثات 


المعادلة التالية : 
In (1-P)‏ _„ 
In(l-n)‏ `“ 
بحت إل : 
المكتبة . 


1= نسبة حجم قطع الحامض النووي المهندسة ا ال مجن الكائن : 
م= احتمالية وجود أي مورث في المكتبة . 


فمثلاً يبلغ حجم الجين البشري 3 ×10 كيلو قاعدة (طا) فلو أفترضنا أن 
حجم القطع المهندسة وراثياً هو 20 كيلو قاعدة. 
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فان 1 عندد تساوي 
20 
14X10‏ - 
10X3‏ 

فأذا كانت الاحتمالية المطلوبة هى 95/ فأن قيمة ١‏ تساوي : 


In (1-0.95) 


a 
In (1-1.4 X105) 


= 4.2 X 10 


وهذ! يعنى وجوب اختيار 4.2× 10 كلون لأجل الحصول على احتمال 95/ 
بوجود المورث الات في المكتبة . 

وكلما زادت درجة الاحتمال زادت أحتمالية العثور على المورث . 

ومقارنة قيمة )١(‏ مع سعة المكتبة الوراثية والتي م حسابها سابقا فأننا نستطيع 
أن نعرف حجم المكتبة الوراثية التي تم بناؤها وكذلك أهميتها وفائدتها لأغراض 
الهندسة الوراثية . إذ أنه كلما قلت سعة المكتبة عن قيمة )N(‏ انخفضت قيمتها 
لعدم تمثيلها لعظم مورثات امجين والعكس E r‏ 
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a CREE 


مقدمة 
عزل المورثات بالانتخاب المباشر 
عزل المورثات من مكتبة المورثات 

اولا- عزل المورثات بأستخدام مجس حامض نووي 


- عزل مورث معین من مكتبة 5۸۸4ء 


re OHODOSKE ORDO Omran 38RD RR an jeh AVSAR DID = IT O OODROOLN ANITA € ENO nO: 


-عزل مورٹ معن بأاستخدام مجس من مورٹ 
نظير 


-عزل مورث ينتمي إلى عائلة 


| 

ثانيا- عزل المورثات باستخدام مجس مناعي 
-العزل المناعي للمورثات 

تشخيص المورثات المعزولة من مكتبة المورثات 
-الترجمة خارج الخلايا 
-ترجمة الهجين الحر 

1 -ترجمة الهجين المعزول 
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مقدمة 

إن استخلاص الحامض النووي N4‏ من خلايا معينة وتقطيعه بالا نزات 
القاطعة وهندسة القطع الناتجة بنواقل معينة لاتستهدف سوى الحخصول على قطعة 
حأمض نووي صغيرة تمثل مورا معينا مطلوبا لأ جل تطبيقات الهندسة الوراثية . 
لذلك فأن عملية بناء مكتبة مورثات ليست هدفا بحد ذاتها ولكنها الوسيلة التى 
سيتم من خحلالها الحصول على طعة الخحامضص النووي ال تعثل المورث المطلوب 1 
لذلك فأنه فى سبيل الوصول إلى هذه الغاية فأنه يتطلب منا العمل الشاق لأجل 
تصفية الالاف من النواقل المهندسة وراثياً ا لممثلة فى مكتبة المورثات حتى العثور على 
الناقل الهجين ذي المورث المطلوب . 

وعلى الرغم من الأهمية الكبيرة لمكتبة المورثات في عزل مورث معين إلا أنها 
ليست الطريقة الوحيدة لبلوع ذلك الهدف . اذ يكن استخدام ما يدعى بطريقة 
اللانتخاں المباشر ١10)ءءع1ع؛ 01٣٥٥)‏ فى عزل المورثات ا : 

إن طريقة الانتخاب المباشر طريقة محدودة ولا تستخدم إلا فى نطاق ضيق 
اا جد وسريعة في هذا المدى . سيتم في هذا الفصل الحديث عن 
تفاصیل استخدام طريقة الانتخحاب المباشر ومكتبة المورثات فی عزل المورثات . 


مزل المورتات بالانتخاب المىاشر 

الانتتخاب المباشر طريقة يتم فيها هندسة قطع حامض نووي 0×4 لكائن 
معين في جزيئات ناقل معين بحيث تتوفر بعد الانتهاء من عمليات الهندسة جزيئات 
معا من لاقل كمل الررت الطارتب عر :وك ع لاقل الج دات الورك 
سوى الايا التي تحتوي على النواقل الهجينة مع المورث الطلوب . 

یتم بعد ذلك عزل المستعمرة المطلوبة وتكثيرها ثم يستخلص الناقل منها ويتم 
عزل المورث المطلوب بعد تقطيع الناقل بأنزي قاطع مناسب . 
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ولأ جل توضيح طريقة الانتخاب المباشر اكثر فأننا سنأخذ مثالين لأجل عزل 
مورث مقاومة الکامافسن من بلازميد R6.5‏ والمورٹ A‏ 9 افر لانزي 
)ryptophan synthetase‏ من بکتريا القولون ¡اەE.c‏ . 

لغرض عزل مورث مقاومة الكنامايسين فأنه يتم أولاً تقطيع البلازميد۸6.5 
عشرة قملعة إحداها تمثل مورٹث مقاومة الكنامايسين يتم جام هذه القطح مع ناقل 
مناسب مثل البلازمید ۴8۸322 ثم یتم إدخال جزيئات الناقل الهجين إلى بكحتيريا 
القولون بطريقة التحول التى سبق الحديث عنها . 

تنمى البكتيريا على وسط غذائى مقوى بالمضاد الحيوي كنامايسين حيث 
تفشل البكتيريا التي تحمل جزيئات ناقل هجين من النمو باستشناء تلك التي تحتوي 
المرغوب والذي يحتوي على المورث المستهدف (الشكل 9-1) . ويكن استخدام هذه 
الطريقة في عزل مورثات مقاومة المضادات الحيوية أو امورثات التي يمكن تشخيصها 

أما في حالة عزل مورث ۸ «۲) من بكتريا القولون فأنه يتم أولاً استخلاص 
ا لحامض النووي البكتيري ومعاملته بأنزم معين مثل الأنزم ۸1 ۴٥‏ مثلاً لتقطيعه 
إلى قطع مختلفة الأطوال ثم تتم هندسة هذه القطع مع ناقل مناسب مثل البلازميد 
PBR 322‏ . 

يتم إدخال النواقل الهجينة بطريقة التحول إلى بكتيريا القولون ذات عوز للأنزي 
(rpA‏ ويطلق على مثل هذه السلالة من البكتيريا E.coli trp A‏ . 

بسبب ووجود طفرة وراثية في المورث A‏ «) لهذه السلالة فأنها تنتح أنزي 
تربتوفان سنشيز غير نشط وغير فعال ولا تتمكن تبعا لذلك من تصنيع التربتوفان . 
لذلك فأنها تموت عند تنميتها على وسط غذائى خال من التربتوفان أة"!٨M1)‏ 
medium)‏ . 
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KnR 


بلازمید 86.5 


Eco RI 


| J Knf 
P8 R322 بلازميد‎ = 
ا .| بلازمید هجین‎ 


بلازمید ات ۲۴8۸322 مهجنة مع فطع مختلفة 
من قطع البلازميد ۸6.5 
تنمیة مصائف بلازمید ۸322 ٥86‏ الھجن 


ا ر ١‏ 
بالکنامایسین 
(شكل 9-1): عزل مورث مقاومة الكنامايسين من بلازميد ۸6.5 بطريقة الانتخاب المباشر 
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تنمى بكتريا القولون 4 م۲ المتحوله بالنواقل الهجينة على وسط غذائى خال 
من التربتوفان حيث تفشل خلايا البكتريا من النمو باستشناء تلك التي أستلمت ناقل 
هجین بالمورث ۸ و۲۲ (الشكل 2-9) . 

لا يقتصر استخدام طريقة الانتخاب المباشر على عزل المورثات المشفرة للأنزعات 
الايضية أو مقاومة المضادات الحيوية من بكتيريا القولون ولكن تستخدم أيضا في عزل 
مثل هذه المورثات من الخمائر والفطريات الخيطية . 


عزل المورتات من مكتبة المورتات 

تختلف طريقة عزل المورثات من مكتبة مورثات عن طريقة الانتخاب المباشر . 

إذ أن الطريقة الأولى : محدودة جدأً مقارنة باستخدام مكتبة المورثات لعزل 
یک چا المورثات منها . هذا إضافة إلى تنوع أهداف بناء مكتبة 
الو 

إن هناك عة طرق اشرات هة من مك الات عا لط لدف 
من بنائها . ومن هذه الطرق ما يعتمد على استخدام مجس حامض نووي أو صناعي 
أو بروتيني وسنتناول جميع هذه الطرق في هذا الجزء . 


أولاً: عزل المورثات باستخدام مجس حامض نووي 

من المعروف أن كل زوج من أشرطة الحامض النووي المفردة لها القدرة على 
الأرتباط تحت ظروف معينة لإنتاج مزدوج حامض نووي . 

يعتمد استقرار مزدوج أشرطة الحامض النووي على عدد الاتحادات التي تحصل 
بين أزواج القواعد النتروجينية الموجودة في نيوكليوتيدات كل منهمأ . فكلما زادت 
عدد الاتحادات زاد استقرار الشريط المزدوج والعكس صحيح . يعتمد عدد الاتحادات 
هذه على تكامل النيوكليوتيدات فى هذه الأشرطة . فزيادة نسبة التكامل بين هذه 
وکایرات يزدى الى ريادة اقرا ركوج لانشن اروق كج بدا ٠‏ 
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الحامض النووي 0×۸4 لبكتريا 


غ٤.ءماا القولون‎ 
اقواو‎ aC IrpA 


ECO RI 


TET TO LT LTS WH 0G TTT 


| J Ligase مورٹ ۸ ص۲۲ حام‎ 
trpA 
PBR32Z2 بلازميد‎ 


مفتوح بالانزيم 1 Ec0۸‏ 
بلازمميدات 
P2‏ الھجینة 


TransformatiOn Jgz 


اله A‏ !ا متحوله . 


زراعة على وسط غذ ائي خالي من التريتوفان 
وسط غذائی خحالی من 


E E HS 
medium 


(الشكل 2-9)]: مزل مورث 4 ۲ من بكتريا القولون 8.٤01‏ بطريقة الانتخاب المباشر 
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وما ينطبق على مزدوح الحامض النووي 04 يكن أن ينطبق أيضا على هجين 
الأحماض النورية RNA-DN4‏ . 

لذلك فأن هذه الطريقة تعتمد على استخدام مجس مؤلف من أشرطة حامض 
نووي مفردة موسمة بالنظائر المشعة ذات تردد جزئي أو كلي متمم لترددات أشرطة 
امورث المطلوب عزله . التقنية حول هذه الطريقة موضحة بشكل مفصل في فصل 
تهجين الحامض النووي . بشكل عام فأن الطريقة تتطلب تنمية مضائف اتل الملكتبة 
الورائية على وسط غذائى مناسب . تنقل بعدها مستعمرات البكتيريا أو العاثيات إلى 
ورق نتروسليلوز أو نايلون بطريقة طبع المستعمرات ثم تعامل هذه الأوراق مع قاعدة 
كيميائية لفصل أشرطة الحامض النووي للنواقل الهجينة ثم يثبت الحامض النووي 
جيداً على الورق عن طريق تعريضه لدرجة حرارة 80م مع تفريخ للهواء باستخدام 
مضخة خاصة لذلك . تصبح الأوراق بعدها جاهزة لعملية التهجين .تعامل الأوراق 
الحاملة للأحماض النووية محلول التهجين الذي يحتوي على اجس المناسب الموسم 
بالنظير المشع لفترة 24-18 ساعة بدرجة حرارة مناسبة (يستخدم لذلك حمام مائي 
هزاز) . تغسل بعدها الأوراق بمحاليل الغسيل لإزالة المواد المشعة الزائدة . 

تجفف الأوراق من الماء الزائد وتغطى بفلم أشعة أكس وتحفظة داخحل محفظة 
معدنية خحاصة بدرجة حرارة 70 -م لمدة أسبوع أو أكثر . 

يزال الفلم بعد ذلك ويحمض وتظهر المستعمرة أو المستعمرات التي تحتوي على 
المورث المطلوب عزله كبقعة أو بقع سوداء على غشاء الفلم . تعزل المستعمرة المطلوبة 
وتنمى على وسط غذائي سائل ويستخلص بعد ذلك منها الناقل باستخدام أنزيم 
قاطع مناسب ثم يستخدم المورث أو قطعة الحامض النووي لأغراض الهندسة الوراثية 
الأحرى (الشكل 3-9) . 

إن عملية توفير مجس ذي ترددات متممة للمورث المطلون عزله عير متوفرة 
دائماً . إذ أن هناك الالاف من المورثات التى لا يعرف عنها إلا القليل من المعلومات 
وبعضها لا یزال مجهولاً کلياً . 


زیا 
س 
ر٣‏ 


مكتبة وراثية 


- نقل المستعمرات على ورق نايتروسليلوز أو نايلون . 

- معاملة الورق م قأاعدة کیمیائہ۔ اخصل أشہ nê‏ لحامضص النووي DNA‏ . 
- تشبيت أحماض المستعمرات بالحرارة العالية 80 م . 

ا تهجنن الورق مجر موسم اشعاعيا . 

- غسيل الورق بعد التهجين لازالة المواد الزائدة . 

- تغطية الورق بفلم اشعة أكس وبحفظ لفترة في درجة حراره منخفضة . 
- ميض الفلم وقراءة النتيجة . 


القعة السوداء شل 


المستعمرة التى تحمل الناقل 
الهجنن بالمورث الطلوب © 


:ل ا 
عر E‏ < 


عزل الستعمرة الطلوبة وأستخلاص الناقل الهجبن للدراسات اللازمة الاخرى . 


(الشكل 3-9): الطريقة العامة في عزل مورث معين باستخدام مجس حامض نووي موسم 
إشعاعياً 
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للك قان عة إع داد مجن ماسب لزل الورفات يعمد اساسا غل 
المعلومات المتوفرة حولها فكلما كانت المعلومات المتوفرة عن المورث أو بروتينية جيدة 
كانت فرصة الحصول على مجس مناسب جيدة اشا ٠‏ ومع ذلك فأنه يتوفر لدينا 
الآن العديد من الطرق الخاصة بعزل المورثات من مكتبة وراثية معينة باستخدام 
مجسات حامض نووي موسمة إشعاعيا . 


عزل مورث معن من مكتبة مورثات مؤلفة من حامض نووي متمم cDNA‏ . 
2 بغر a‏ بناء مثل 2 بأن أن الور ثات المطلوب 2 هي 
عالية من كمية الحامض ا المرسال المستخلص من الخلديا على ك الغال 
تبلغ نسبة الحامض النووي المرسال لمورث الجلايدين اله اا6 30./ من مجموع 
الحامض النووي المرسال المستخلص من حبوبن الحنطة . وكذلك نتوقع وجود نسبة 
عالية من الحامض النووي المرسال لمورثات الأنسولين في حالة استخلاص الحامض 
کک a‏ و في البنكرياس . وهكذا ال ية لقي 
لذلك فأننا نتوقع وجود مشل تلك المورثات بأعداد كبيرة في مكتبة المورثات التي 
في المكتبات الوراثية يساعدنا في عزل الهجائن التي تحتويها بطريقة سهلة 
وبسيطة . 
في هذه الطريقة يتم اختيارمستعمرة عشوائية من مستعمرات المكتبة 
ويستخلص منهأ الناقل الهجين بكمية منأسبة ثم يتم بعد ذلك فصل قطعة الحامض 
وعن طريق الهجرة الكهربائية عبر هلام الاجاروز الخفيف يتم عزل واستخحلاص 
قطع الحامض النووي المتمم توسم قطع احأمض النووي هذه بنظير مشع وتستخحدم 
كمجس البحث هذه مرة أخرى باستخدام قطع حامض نووي متمم أخرى معزولة من 
مستعمرات أخری حتی الحصول على مجس يدي آي وجود نسبة عالية عن 
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مستعمرات المكتبة الوراثية ذات الإشارات الإشعاعية التى تدل على وجود تكامل 
بين قطع الحامض النووي 0<4 الموجودة في هذه المستعمرات و اجس المستخدم 
(الشكل 9-4) . عندئذ يحتمل وبشكل كبير أن تلك المستعمرأت تحتوي على المورث 
الظلرت: ۰ 

يعزل بعد ذلك المورث من النواقل الهجينة لهذه المستعمرات ويتم تحليله بشكل 
أوسع مثل استخدام قراءة تردد هذا المورث وإنتاج البروتين المشفر عن طريق الترجمة 
خارج الخلايا لأجل التأكد من المورث . 


عزل مورث باستخد ام مجس قصير اتر دد Oligonucleotide Probe‏ 

يمكن استخدام مثل هذا اجس في عزل مورثات معينة نشيطة من أي نوع من 
المكتبات الوراثية . يشترط فى المورثات المراد عزلها بواسطة هذه الطريقة أن تكون 
المعلومات الخاصة بالبروتىن المشفر لها معروفة تماما . 
الأحماض الأمينية لهذا البروتن وبالتالی تساهم هذه فون توفیر المعلومأات الحتملة عن 
تركيب وترددات المورث . 

ولهذه العلومات اة که في تهيئة وتصتيع مجس (N۸‏ قصیر الرجة 
مشاه بعص کرددات اورت المطلوب عزله 5ل اه 6 توقع ترفد الشات 
الوراثية للمورث من خلال معرفة تردد الأحماض الأمينية فى البروتن ألمشفر له . 

وعلى الرغم من أن مثل هذا الأمر ليس سهلا حيث يكن لكثير من الأحماض 
الأمينية أن تشفر بأكثر من شفرة وراثية واحدة . فمثلا الحامض الأمينى الالسنين 
يشفر بواسطة أربع شفرات وراثية وهي 6°۸4 6٤0٥, 6٤6. 6٤1.‏ . لكن مع ذلك 
کن إيجاد تردد أحماض أمينية معينة صمن تردد أحماض البروتىن تعطی 
احتمالات لخغرات ورأثية قليلة یتم من خلالها بناء فطع حامض تووي DNA‏ قصيرة 
اذد پنفس عدد الاحتمالات وتستخحدم هذه فيماً بعد کمجحسات بعد توسیمها 
نظير إإشعاعي معين لعزل امور . 
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أستخلاص الناقل الهجين من مستعمره عشوائية وعزل قطعة الحامضص 
النووي c(0 A‏ منھها لأ ستخدامها کمجس . 


توسيم قطعة الحامض النووي 00N4‏ بنظير أشعاعى 


۱ نقل المستعمرات إلى ورقف نتروسيليوز أو غيره وتهيئته للتهجين مع اجس في اخطوة 
السابقة . 


- تهجن المستعمرات المنقوله على ورق النايتروسليلوز بامجس العشوائي 
- غسيل الورق لازالة اواد الزائدة » تغطيته بفلم اشعة اكس » حفظ بدرجة حرارة متخفضة ‏ 
تحميض وقراءة النتائج . 


a‏ فلم اشعة كس بمد 
التحميض . 


بقعه ۰ تعشل المستعمرة الصسحيحة 


(الشكل 4-9): آأستخدام مجس عشواثي معزول من مكتبة مورثات 0(4 إن وجود أعداد 
كييرة من الإشارات الإشعاعية على فلم أشعة أكس يؤكد إحتمالية كبيرة بأتها تمتثل 
المستعمرات التي تحتوي على المورث النشيط آيضا المطلوب عزله 
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ولأجل توضيح الأمر لنفترض بأن البحث يجري لعزل مورث السايتوكروم -° 
من مكتبة مورثات الخميرة . أن البروتين المشفر من قبل هذا المورث قد تم معرفة تركيبه 
منذ فترة طويلة . إذ وجد بأنه يتألف من حوالى 103 حامض أمينى (الشكل5-9) . 

ومن خلال نظرة طويلة ومتفحصة کیت ترفدات البروتىن سنری أن هنا 
العديد من ترددات الأحماض الأمينية التي يكن أن تعطي احتمالات توقع قليلة 
وجيده لبناء قطع حامض نووي قصيرة . فمثلا تردد الأحماض الأمينية الذي يبدا 
في الموقع 59 لغاية إلnوتع‏ 64 )64( jaa TRP- ASP- GLU-ASN -ASN-MFT‏ 
أن يعطي توقعاً لترددات الحامض النووي 0×۸ في هذا الموقع كالتالى : 

ATG- AAT(C) AAT(C)- GAA (6)- GAT (c)- TOG 

وهذا يعنى أن هناك احتمالا لبناء 16 قطعةحامض نووي قصيرة يتألف كل منها 
هن 18 نيوڭليۈتىدا . 

أما في حالة أختيار تردد الأحماض الأمينية في الموقع الذي يبدأ بالحامض 
الأميني 65 وينتهي بالحامضص الأميني 70 

SER-GLU- TYR-LEU-THR-ASN-«([70)‏ (65)) والذي يلي الموقع 

السا فأنه يدي ا توفع وجود عدة الآألاف من الاحتمالات لبناء قطع حامضص 
نووي قصيرة مؤلفة من 1% E‏ 

لذلك فان عملية إختيار ردد الأحماض ا س سه ويحتأ~ ا 
ا طویاڈ حتى أختيار الترددات التى تؤدي إلى اخصول على أقل الأحته لات 
لبناء قطع حامض نووي قصيرة بأعدأد معقولة مبأسبة لتكاليف البحث . 

وفي كل الأحوال فأنه ليس ضروريا تصسيع جميع القطع الست عشرة (وهي 
أحتمالات الموقع الأول)وأستخدامها کمحسات للحث عن مورٹ السايتوكروم C-‏ 
بل يمکن تصنيع وأاستخدام أربعة أو حمس منها فقط . إذ أنه يكفي وجود إشارة 
إشعاعية مک رة ا لمستعمره معينه علد است ستخدام محسر أو ثلاثة افا اك هذه 
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إذ كن عندئذ استخلاص النواقل الهجينة فى هذه المستعمرة وعزل قطعة 
الخحامض النووي منها والتي عمل علد ئذ مورٹ السايتوكروم .C-‏ 
15 
GLY- SER- ALA- LYS-LYS - GLY- ALA-THR-LEU-PHE - LYS-THR-ARG-CYS- GLU.‏ 
30 


LEU- CYS- HIS- THR- VAL- GL -LYS- GLY - GLY-PRO- BS - LYS-VAL - GLY- PRO- 


45 
ASN-LEU- BIS. GLY- ILE- PHE- GEL. Y-ARG- HIS- SER- OLY- GLN- ALA- GLN- GOLY- 
69 


TYR- SER- TYR- THR- ASP-ALA- ASN. ILE- LYS-LYS- ASN- VAL.- LEU-TRP- ASP- 
75 

GLU-ASN-ASN- MET- SER-OLU- TYR- LEULU-THR- ASN- PRO-LYS- LYS- TTR IMLE- 
90 

PRO-GLY-“THR-LYS- MET-ALA- PHE- GL Y-CLY- LEU- LYS- LYS-OLU- LYS- ASP- 
103 


ARG-ASN- ASP- LEUO ILE- THR- TYR- LEU- LYS- LYS- ALA CY¥5- CLU 


(الشكل 5-9): تردد الأحماض الأمينية لبروتين السايتوكروم -) المستخلص من الخميرة 


عزل مورث معین باستخدام مجس من مورث نظیر 

لقد دلت الدراسات التى أجريت على ترددات مورثات متشابهة مأخوذة من 
كائنات مختلفة وكذلك دراسات ترددات بروتيناتها وجرد تاثل كبير فى بعض 
مواقعها . فمشلا وجد أل هناك نسبة ل تقل عن 40 فى بعض ترددات مورٹى 
الأتسولن الخاص بالفأر شبيهة لترددات موجودة في مورثي الأنسولين الخاصة 
بالإنسان . كما أن هناك نسبة ماثلة من التشابه بين ترددات بعص مواقع 
بروتيناتها . لذلك فأنه من الممكن أستخدام مورثات الأنسولين 'لستخلصة س 
خلايا بنكرياس الفشران في البحث عن نفس المورثات في مكتبة مورلات بشرية 
وعزلها . 

لقد ساهمت هذه الطريقة في تشخيصض الخديد من الورثات في مجینات 
لااتات كا ام اساهة اقا ف الكفف ع ور دالورات 


الم طانة الأشتدائة 85 8€7 P]00- 0/٥00‏ ف الخلاا الطعة عندما أستخحدمت 
ر م . E ww‏ فی . »+ 4+ 
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المورثات السرطانية الراشحية كع"عع0ء١0‏ !ه۷1۲ المستخلصة من الرواشح المرتدة 
!ا كمجسات . وقد أدى ذلك إلى خلق ثوره كبيرة فى أبحاث السرطان 
والكشف عن العديد من الآليات التي تتحكم في تحول الخلايا الطبيعية إلى خلايا 
ا 

وأستناداً إلى ذلك فأنه يكن استخدام مورث السايتوكروم ٤‏ المعزول من الخميرة 
كمجس للبحث عن المورث النظير له في مجين بشري . 


عزل مورث ینتمی إلى lgڌlة Multigene Family‏ 

إن استخدام محسات مؤلفة من مورثات نظيرة کما ی طريقة العزل السابقة 
أدى إلى الكشف أيضا عن مايسمى اليوم بالعوائل متعددة المورثات . 

جاء هذا الكشف من خلال ملاحظة أن استخذام بعض المورثات النظيرة 
كمجسات أدى إلى الحصول على أكثر من إشارة إشعاعية على حامض نووي 5١×۸4‏ 
مستخلص من مكتبة مورثات . وعند ليل ترددذات قطع الحامض النووي DNA‏ 
ذات الإشارات الإشعاعية وجد بأنها تختلف تركيبيا عن اجس ولكنها تحتوي على 
وات ماڌلة وفي مواقع مخحتلفة فدات موافع من اجس وهو ما يفسر وجود الإإشارة 
الإشعاعية لها . 

ومن خلال دراسات تعبير هزه المورثات و جحد اتا مورثات مختلفة . وقد وجد 
بأن معظم هذه المورثات ذات أهمية وظيفية أو تطورية متقاربة وضمت بعذ ذلك مع 
بعضها على هيئة عوائل من المورثات مثل عائلة مورثأت السايتوكروم وعائلة مورثات 
الجلوبيولين المناعى وعائلة مورثات أضداد Ange‏ فصائل الدم وغيرها . 

ذلك فأنه بالامکان استخدام مورٹث معی من عاتلة کمجس للبيحث عن آفراد 
نفس العائلة من المورثات فى مكتبة وراثية ننفس الكائن أو الكائنات أخرى . 

فى مثل هذه الطريقة يجب استخدام طريقة تهجين مناسبة وكذلك محاليل 
غسيل (لإزالة المواد الإشعاعية الزائدة ) مناسبة . ذلك أن الهجين الناتج من ارتباط 
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اجس الموسم إشعاعياً مع ترددات الحامض النووي لا يكون مستقراً بسبب الاختلاف 
الكبير بين ترددات اجس وترددات المورثات ذات العلاقة .لذلك فأن استخدام مثل 
هذه الطريقة يحتاج إلى خبرة جيدة لأجل تمييز الإشارات الإشعاعية الحقيقية عن 
تلك الناتجة عن مواد إشعاعية زائدة . 


ثانيا: عزل المورثات باستخدام مجس مناعي 
كثيرة الاستخدام وشائعة كثيرا في الختبرات العلمية . إلا أنه ومع ذلك فأن هناك 
عددا من الصعوبات التى فک أن تجعل من هده الطرق مكلفة وتأخحذ وقتا أطول 
إضافة إلى أن بعضها قد لايؤدي الى نتائج دقيقة ما يؤدي إلى الاستعانة بطرق تحليل 
أضافية للتأكذ منها وهو ما يحتاج إلى مال ووقت أكثر . لذلك فأن بعض الباحثين 
يلجأ الى الطرق المناعية للوصول إلى نفس الهدف . 

ع ل را جام ج اع ع و او ار 
لهذا المورث . إن مثل هدا الروت کن أن يتم تصنيعه لوا داخل خلال اإلمضيف أو 
مکن تصنيعه خارج الخلايا . إن خليا الملضائف يكن أن تسمح للمورثات المهندسة 
مح النواقل بان تعبر عن نها عن طریق إنقاج التو یگات الخاصة هده المورثات 1 
وتعتمد عملية التعبير هذه على ر المورٹث والكائن المستحلصة مله . 


4 


فى خلايا معينة . بل أن هناك كبتا لعدد كبير من هذه المورثات لعدم حاجة الايا 
بروتيناتهاً خياتها : وض ذلك فان وة التعد هذه تختلف من مورٹ الى أخر . أد ل 
بعض ورات ت نقوة التعبير وأرتفاع مستوی بروتیناتها في إلخلية مقأرنة يقوة 
تعبیر محدذوده لمورثات أخحرى : وکل ذلك يعتمد على حاحة الخلایا لهذه البروتينات 1 
إن الاختلاف في قوة التعبير هذه يعتمد اصلا على نوع احفز P00٤١‏ المرتہط مع 
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امورث . فهناك محفزات قوية تدفع بامورثات لأن تعبر عن نفسها بقوه .بينما توجد 
محفزات أخرى معتدلة القوة ة وأخرى ضعيفة . لهذا السبب فأنه لیس لجميع المورثات 
المهندسة وراثا القدرة على التعبير في خلايا معينة مضيفة لها . 

الشبب الآخرالذى مكن أن يدي إلى توقف المورث عن التعبير عن نفسه في 
خلايا المضيف هو الاخحتلاف بين المورث والخلايا المضيفة . فمورثات الخلايا حقيقية 
النوى لا يكن لها التعبير في خلايا البكتريا . ويعود ذلك للاخحتلاف في ترکیب 
امورث وكذلك لعدم احتواء خلايا البكتريا على نظم تقطيع الحامض النووي الريبوزي 
المرسال غير الناضج الخاص بورثات الأحياء حقيقية النوى . 

إن مورثات البكتريا مؤلفة من محأور فقط (۴×015) بينما تتألف مورثات 
الأحياء حقيقية من محاور ومتداخلات وتقوم الخلايا حقيقية النوى عادة 
بالتخلص من الشفرات الخاصة بالمتداخلات في الحامض النووي المرسال غير الناضج 
ودمج شفرات لإنتاج جزيئة الحامض النووي المرسال التي تكون عندئذ 
جاهزة للترجمة . وترجع قابلية هذه الخلايا على تقطيع الحامض النووي المرسال ودمج 
شفرات احاور اا لى وجود نظام أنزعي خاص بذلك غير متوفر في خلايا البكتيرنا: 

هذا إضافة لاختلاف تركيب محفز مورثات الخلايا حقيقية النوى عن محفزات 
مورثات البكتيريا . ومنع مشل هذا الاختلاف تصنيع الحامض النووي المرسال أصلا 
a a a‏ ك RNA a‏ 
‰6ه"راه۴ البكتيري من تييز منطقة محفز مورث الخلايا حقيقية النوى لاختلاف 
تردد ني وكليوتيداته عن تردد محفز مورثات البكتيريأ وکن الرجوع حول هذه 
الاحتلافات لفصل الوراثة الجزيئية . 

لهذه الاسباب وغيرها فأن هناك احتمالين لدينا . الأول : إن خلاياً البكتيريا 
الضيفة للنواقل الهجينة تسمح للمورث المرتبط مع الناقل الهجين بالتعبير عن نفسه 
وتصنيع البروتين الخاص به وذلك عندما يكون هذا المورث يعود لنفس البكتيريا أو 
لأ نواع متقاربة تطوريا 
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وفي هذه الحالة فأنه يمكن تنمية خلايا المكتبة الوراثية على وسط غذائي صلب 
مناسب ثم تنقل المستعمرات إلى ورق نتروسليلوز أو بولي فنيل . تحلل خحلايا 
الملستعمرات المنقولة إلى الورق بتعريض الأوراق إلى بخار الكلوروفورم لفتره زمنية 
حيث تتحلل الخلايا مطلقة البروتينات الختلفة لها على الورق . تثبت البروتينات عن 
طريق تجفيف الأ وراق بالحرارة . تحفظ الأوراق بعد ذلك للمعاملة المناعية . 

أما الاحتمال الثاني : فهو عدم قدرة المورث على التعبير عن نفسه في الخلايا 
البكتيريا لكون المورث أو المورثات تعود إلى أحياء حقيقية النوى أو لعدم تناسب 
محفزاتها . 

لهذا السبب فأنه يفضل في حالة إعداد مكتبة مورثات لخلايا حقيقية النوى 
استخدام حامض نووي متمم )٧([N4(‏ ونواقل تعبير تحتوي على محفزات بكتيرية 
للتغلب على هذه الصعوبة . حيث لا يحتوي الحامض النووي المتمم شفرات 
التداخلات عا يجعل البكتيريا تتقبل الحامض النووي المرسال الناتج منه . كما أن 
وجود محفز بكتيري في ناقل التعبير الذي يحمل الحامض النووي المتمم يساعد في 
عملية بناء ا لحامض النووي المرسال للحامض النووي المتمم . 


العزل المناعي للمورثات 

تعتمد طريقة العزل المناعي للمورثات على توفر البروتينات المشفرة لها . وحالا 
يتوفر بروتين خاص بورث معين فأنه يصبح من السهولة عزل من مكتبة المورثات . 

إن أول خحطوة في هذا ا لجال هو استخلاص الأجسام المضادة (sع0dطAnti(‏ 
لهذا البروتين ٠‏ يتم ذلك من خلال حقن كمية من ملول البروتين: في اجرى الدموي 
للأرانب على سبيل المثال . ونظرا لاعتبار مثل هذا البروتين مادة غريبة بالنسبة لجسم 
الأرانب لذلك فأن الجهاز المناعي لها يعمل على توليد أجسام مضادة متخصصة 
تعمل على إعاقة البروتين أو تدميره . وعكن توليد مثل هذه الأجسام بتركيز عال بعد 
ثلاثة أيام من الحقن ويكن استخلاصها عن طريق تجميع مصل الدم بعد الطرد 
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المركزي لنموذج20-10 سم من دم الارانب . تؤخذ بعد ذلك أوراق النتروسلياوز أو 
البولي فنيل التي تحتوي على مستعمرات المكتبة المتحللة (التي سبق الحديث عنها 
أنفاً) وتغمر في محلول اللاجسام المضادة . ترتبط الأجسام اا الحرة مع البروتين 
التخصص فى المستعمرات المتحللة التى عبرت عنه . تغسل الأوراق بعد ذلك بالاء 
المقطر لإزالة الحلول الزائد ثم تعامل مع البروتن F17 AJA‏ الموسم بنظير اليود 
1'5 ) حيث يقوم هذاالبروتين بالارتباط مع معقد الاجسام المناعية - البروتين 
التخصص . تغطي بعدها الأوراق بفلم أشعة أكس وتحفظ لفترة زمنية ثم يحمض 
الفلم حيث تظهر المستعمرة التي تحتوي على المورث المطلوب كبقعه سوداء على الفلم 
(الشكل6-9) . 


تشخيص المورتات المعزولة من مكتبة المورتات 

إن عملية عزل مورث معين بالطرق السابقة قد لا تكون الخطوة النهائية في هذ 
الرو فر لطر ی یق ات عا ی اة کی علي ررد 
المورث المطلوب لكنها لا تقدم ضمانة 100 على أن هذا المورث هو المورث المطلوب . 
لذلك يتم اللجوء إلى طرق تحليل إضافية لأجل تغطية الموضوع والتأكد تماما من 
اتو وا و و ا ی ی ا و 
من الطرق التى سبق الحديث عنها فى فصول سابقة . هناك طرق أخرى تعتمد على 
تحليل المورث باستخدام بروتينه الذي ت تصنيعه خارج الخلايا أو ما يدعى بالترجمة 
رج |Zkںlı In virtro translation‏ . 

وتتوفر أكثر من طريقة لاستخدام مثل هذا البروتين أشهرها طريقتا ترجمة 
الجن |¦ۈۍىرة Hybrid-release translation‏ وتر جمة الهج adlےۓjوJ Hybrid-‏ 
arrest translation‏ لأ جل زيادة تحليل المورثات . 
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EID,‏ كنت وراي 
س 


زراعة على وسط غذ ائی مناسب 


نقل المستعمرات الى ورق نايتروسليلوز وتحليل الملستعمرات بواسطة بخار الكلورفورم وتشبيت 


البروتينات الناتجة على الورق : 
أرتباط الاجسم المضاده E‏ 

e 2‏ أجسام مضادة متخصصه 
ت راان a‏ و f‏ 


ا ورقه نایتروسلیلوز أو نايلون 


بروتينات A‏ مرتبطه مع الاجسام المضادة 
8 جزئیات بروتین ۸ 


/ جا E‏ اموسم بنظير اليود 125 


تغطية الورق بغلم اشعه اكس بعد 7 الزائده بالغسيل ثم حفظ الفلم لفتره بد رجه حراره 
منخفضه . تحميض وقراءة النتائج . | 


إلبقعه السوداء مل اللستعمرة التى 


فلم أشعة اکس بعد 
التحميضس | تحتوي على المورث المطلوب بعد أن تمت 
أ : 
® ترجمة بروتينه وتأاصر الجسم المضاده 


عة , 


(الشكل6-9) : استخدام الأجسام المصادة المتخصصة في تشخيص البروتين المشفر من مورث 


معان مطلوب عزله من مکتبه مورتات. 


لی 
)ا 


الترجمة خارج اÛخlڻي| In vitro translation‏ 
يكن ترجمة الأحماض النووية المرسالة الخاصة بالمورثات خارج الخلايا الحية 
وذلك باستخدام ما يدعي بنظام الترجمة الخلوية اkیۍىرة Cell-Free translation‏ 
steرء‏ . تالف هذا النظام من خحلاصة خلوية للخلايا الجنينية لحبوب الحنطة أو 
لخلايا الدم الحمراء للأرانب Rabi Reticul oye ٣e1‏ . تحتوي هذه الخلاصة 
على أعداد كبيرة من الريبوسومات والأحماض النووية الريبوزية الناقلة RN46‏ ) 

وجميع جزيئات البروتينات اللازمة لعملية الترجمة . 

المرسال mRNAS‏ م خلاصه النطام بعد إضافة جميع الأحماض الأمينية العشرين 

اللازمة لتصنيع البروتين مع وجود الحامض الأميني الميثونين الموسم بنظير الكبريت 
تفصل جزيئات البروتين هذه عن طريقق الهجرة الكهربائية عبر هلام ويتم 

تصویرها عن طریق استخدام فلم أشعة ۸ حیت تتل کل حزمة بروتىن معن . وڪن 

معرفة أوزانها الجزيئية باستخدام بروتینات قباسية معروفة الأوزان عند الهجرة 


الكهربائية (الشكل79 ) . 


HRT: 1 id -reledse 1711501101 ترجمة الهحين الحر‎ 

تستخدم هذه الطريقة والتي تليها في تحليل المورثات التي تكون م مكتبة 
المورثات على هيئة حامصس ووی متمم >¿ 0N‏ 

tv SEE e‏ 4 ا 1 A ORT‏ اس > ا ا 

يعزل الناقل الهجين الذي يحتوي على المورت المعني (الدي نم عزله في الطرق 
الساتقة )هن مستعمرة الاد لمصف بعد ت تنمىتها لقترة ز منية . يرحل بعد ذلك خلال ااام 
الاجاروز بطريقة الهجرة الكهربائية نم يعامل الهلام بمحلول قأاعدي لأجل فصا 
أشرطة الحامضص النووي للناقل والخحامض النووي المتمم ادق ف ورت ) ادس 
معه . 
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mRNA 


E 


جزيثات حامصض نووي مرسالة 
عله خا من خلایا 


خلاصة خلايا الدم الحمراء 
المأخوذه من الارانب 2 


أضافة جميع الاحماض الامينيه العشرون 
مع وجود الميثونين موسم بتظير الكبريت 
5 . 


البروتينات الناتجه عن الترجمة 


ریبو سوم 
هجرة كهربائيه › نقل الحزم الى ورق › تغطية 
الورق بفلم اشعه اكس لفترة وتحميضة وقراءة 


الروتات الموشمة اشعاغيا بتظير شات بروشغات قان به 
الكبريت35 . (Marker)‏ . 


. In vitro translat101 اياںlخل| (الشكل7-9) : الترجمة خارج‎ 


36 


ينقل الحامض النووي إلى ورق نتروسليلوز أو نايلون بطريقة ساوثرن . تجٍفف 
الورقة بعد ذلك بدرجة حرارة 80م مع تفريغ الهواء لأجل تشبيت الحامض النووي 
للناقل الهجين جيدا على الورقة ثم تحضن الورقة مع محلول الحامض النووي المرسال 
۴4" (يستخلص الحامض النووى المرسال من الخلايا التى تحتوي على المورث 
المطلوب والنشيط أيضاً بالطرق السابقة) حيث ترتبط جزيئة الحامض النووي المرسال 
ا لخاصه بالمورث م أشرطته المفردة . تغسل الورقة لإزالة جزيئات الحامض النووي 
المرسال الأخحرى والتي لم ترتبط مع المورث ثم تتم إزالة جزيئات الحامض النووي 
المرسال المرتبطه مع المورث بأستخدام قطرات قليلة من محلول قلوي وتجميعها بعد 
ذلك . يستخلص الحامض النووي المرسال الخاص با لمورث وتتم ترجمته لانتاج 
البروتين المشفر للمورث بطريقة الترجمة خارج الخلايا . 

يرحل البروتين عبر هلام باستخدام الهجرة الكهربائية وينقل بعد ذلك إلى ورق 
نتروسليلوز ويغطى الورق بفلم أشعه أكس ويحفظ لفترة بدرجة حرارة 70 -م ثم 
يحمض حيث يظهر البروتين المطلوب كحزمة سوداء على الفلم (الشكل8-9 ) . 
وباستخدام جزيئات بروتين قياسية يكن معرفة الوزن الجزيئي له . وعكن استخدام 
البروتين الناتج في إجراء تحليلات أخرى . 


Hybrid -arrest translation (HART) Jajakl jı! ترجمة‎ 


ا هده الط فاا عر ا قا حت م ي ارون الغ 
ورث معن معزول من مكتبة مورثات 04ء بصورة عير مبأشرة . هناك خطوتان 
لهذه الطريقة . الأولى يتم فيها استخلاص جزيئات الأحماض النووية المرسالة من 
الحلايا التي استخدمت في بناء المكتبة الوراثية ثم تتم ترجمتها وتصنيع البروتينات 
المشفرة لها خارج الخلايا . ا لخطوة الثانية هي عزل الناقل الهجين بالمورث من 
مستعمرات المضيف بعد تنميتها لفترة ثم مزج محلول الناقل الهجين مع خليط 
جزيئات الأحماض النووية المرسالة الذي سبق استخلاصها في الخطوة الأولى . 
يدي هذا المزج الى ارتباط جزيثات الحامض النووي المرسالة الخأصة بالمورث مع 
أشرطة المورث المهجن مع الناقل . 
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مزج خليط جزيئات الأحماض النووية المرسالة - الناقل الهجين مع خحلاصة 
الترجمة خارج الخلايا حيث يتم ترجمة جميع اللاحماض النووية المرساله باستشناء 
الحامض النووي المرسال الخاص با مورث بسبب ارتباطه مع مورثه . تستخلص 
البروتينات الناتجة من الترجمة خارج الخلايا وترحل كهربائيا مع نموذج البروتينات 
الناتجة من الخطوة الأولى . تنقل البروتينات إلى ورقة نايتروسليلوز أو نايلون ثم تغطى 
بفلم أشعة اكس وتحفظ لفترة بدرجة حرارة 70-م تحمض بعدها حيث يمكن مقارنة 
البروتينات الناتجة عن الخطوة الأولى مع البروتينات الناتجة من الخطوة الشانية 
(الشكل9-9 ) . يشخص بروتين المورث من خلال نموذج بروتينات الخطوة الأولى 
حيث توجد جميع البروتينات المشفرة لحزيئات الأ حماض النووية المرسالة المستخلصة 
من الحليا با فيها بروتين المورث المطلوب بينما يختفي هذا البروتين من نموذج 
بروتينات الخطوه الثانية لعدم ترجمته بسبب ارتباطه مع المورث . 

إن طريقتي الترجمة السابقة تعتبران من الطرق المهمة والتي تستخدم كثيرا في 
الختبرات لقحليل نائج تعبير المورثات . ولكن مع ذلك فأن هناك طرقاً أخرى مشل 
التطفير خارج اليا vit r0 mutagenesis‏ "1 وغيرها الا نها قليلة الاستعمال لأنها 
تحتاج لواد كثيرة ومكلفة للغاية . 
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مستعمرة تحتوي على الناقل 
الهجين مع المورٹ ›cD5×N4‏ 


أستخلاص الناقل الهجين من 


المستعمرات 
س 
فصل المورث من الناقل بأنزم قاطع ر ms‏ 
معین وأستخلاصه . ۸ 
الناة 
قل قطعة cDNA‏ قشل المورث 
المعزول 


تشبیت قطع الحامض النووي المتممه على ورق نایتروسلیلوز بعد أجراء الهجره الكهربائيه لها وفصل 


أشرطه الحامض النووي وتثبيتها . ey‏ 
rte cDNA‏ 


ورق نایتروسلیلوز 
حضانة خليط جزيثات الاحماض 
النوويه المرساله مع ورقف النتروسليلوز . 


e e ft‏ الارتباط التخصص لبعضص جزیشات 
الحامضص النووي المرسال مع اشرطه ال 
CDNA ٤‏ . 


غسل الورق لازالة الاحماض النووية المرسالة غير المحأصرة ثم أستخلاص الجزيئثات المتأصرة 
لأستخلامها فى إلخطوة القأدمه . 


أستخد مت فى بناء مكتبه المورثات . 


الترجمة خارج الخلايا للحامض النووي ارال الستخلص لانتاج البروتين المشفر . 
هجره كهربائيه للبروتين وثم نقل الى ورق نابتروسليلوز أو عيره وتغطيته بفلم أشعه اكسس لفترة 
معينه ثم تحميض الفلم وقراءة النتائج . 
ا - 
(الشكل9-6) : ترجمة الھجين !]حر .Hybrid -release translation (HRT)‏ 
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أستخلاص الناقل الهجين من 
ا Tm‏ 


مستعمرة تحتوي على الناقل 
الهجين مع المورث (5N۸ء)‏ 


الناقل الهجين ا 


جزیثات حامض نووي مرساله مختلفة 
أستخد مت فى بناء مكتبة المورثات . 


cDNA 


کر 


خحلط الاحماض النوويه المرساله 
مع جزیثات الناقل اله لهھجر 


هجن جزيثات حامض نووي مرسالة 
cDNA- mRNA‏ أخرى غير متآصرة مع الناقل 
ا N‏ 


ترجمة خارج الخلايا حيث يتم تصنيع جميع ع 

البروتينات المشفره من الاحماض النوويه المرساله 

رر الال شی ج الستخلصه من نفس الخلايا التي 
أستخد مت في بناء مكتبة المورثات . 


ترجمة خارج الخلايا لتصنيع بروتيناتها 
| (فوفج 2) 
هجره كهربائية لنموذجي البروتينات › نقل الى ورق › فلم اشعة اکس » تحميض › نتائج . 


حزمة البروتين المشفر من 
اورت 


(2) (1) 


. Hybrid -arrest translati0n (HART) Jajakl| (الشكل 9-9(: ترجمة الهجبن‎ 
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چ 


ئيةفي 
التفنيات الحياتية 


e+ 
04 


ء 


بجاثا 


٠‏ مقدمه 


Br 
$ 
3 
> 
3 
3 


تطبيقات الهندسة الوراثية في مجال البحث العلمي 


أولاً: تتشخیص المورثات 
ثانياً: أيجاد العلاقات التطورية بين الأنواع 
اا ت ا ا ا 


المشية على الصبغي 


الهندسه الوراثيه والتفنيه الحياتية (البايوتكنولوجي) 
- انتاج الهرمونات البشرية في الأحياء الدقيقة 

- ستراتيجية أنتاج الأنسولين 

- ستراتيجية أنتاج الهرمونات البشرية المنظمة للنمو 
- انتاج هرمون السوماتوستاتين 

- انتاج هرمون السوماتوتروبين 

- انتاج الهرمونات البشرية من الحيوانات النقيلة 

- انتاح البروتينات البشرية المختلفة من الحيوانات 
النقيلة 


مه 
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- انتاج هرمون الساماتوتروبين من الفئران 
| استخدام الحيوانات النقيلة للأغراض العلاجية 
وزراعة الأعضاء 
انتاج حيوانات نقيله مقاومة للحشرات 
انتاج اللقاحات الراشحية الطبية 
استخدام الهندسة الوراثية في أنتاج المضادات الحيوية 
-الاستراتيجية العامة لإنتاج الاكتينورودين 
التقنية الحياتية في النبات 
-استخدام البلازميد ١١‏ لأدخال مورثات جديدة في 
النيات 


دیا 
دی 
دا 


مقدمه 

إن الشورة التي أحدثها ظهور الهندسة الوراثية بتقنياتها الختلفة أدى إلى دخولها 
EE LS‏ التطبيقية E‏ 
والانتقسامات و الاتادات الحديدة فی y1‏ حیاء وكذلك تطور الآ نواع 
المورثات وغيرها الكثير . وما للاشك فيه أن مشل هذا الفهم أثر بشكل إيجابى ومتسارع 
في تصوراتنا للكثير من الأمور بحيث أصبح الأن بأمكاننا الولوج إلى أقدس ما تمتلكه 
الخلایا إلا وهو مادتها الوراثية أو الكاس اإققدسة وتغيير تير الکنير يا تشناء أن نعیره خلق 
تطورات حياتية تحدم مسیره ة الإأنسانية والمعرفة على حل سواء 
العالم يسمع يومياً خبراً عن توصل العلماء إلى اكتشاف جديد في أحد حقول المعرفة 
باستخدام طرق الهندسة الوراثية أو تطبيقاتها حتی أصبحنا اليوم لا نستطیع إحصاء 
ما تقدمه هذه التكنولوجياً من فوائد . 

وعلى a a‏ الهندسة 
اوا إلا اننا لا ا E‏ ا أن تله هة الت قيات في 
مجموعة من e e‏ ا DNA‏ المشفرة ة والتى أو الدول 
من خلالها معرفة وتمييز كل فرد عن الأخر ولرما المساهمة في خلق مجتمع قوي 
وصحى من خلال إعادة البناء الوراثى للأفرأد باستخذام هذه التقنيأت . 

إن التطور الهائل الذي شهدته تقنيات الهندسة الورأثية والقائمة على الحامضص 
النووي 4×( خلال السنين الأخيره آدی إلى توفير عدة فعالة ومتقدمة لدراسة 
الوقائع البايولوجية . كما أنها تعد أيضا بتخير مثير في مارستنا في حقول الطب 
والزراعة والصناعة . 

وتبعاً لذلك فأنه يستلزم انتقال هذه التكنولوجيا الذي لابد أن يحدث أن نرفع 
من المستوى العلمي والثقافي لطلبتنا وباحثينا عبر تعريفهم بتطبيقات هذه التقنيات 
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وأهميتها في تطویر النواحي الختلفة مجحتمعاتنا العربية لكسر الاحتكار الأجنبي لهذه 
تطبيقات الهندسة الوراثية في مجال البحث العلمي 

إن من الصعب وصح جميع التفاصيل الخاصة بالبحث العلمي المتعلق 
کارت حاص به يتضمن هذه الأ بحاث بکل تفصيلاتها وطرقها ومجالاتها 
واحتياجاتها وطرق تحليل نتائجها وسنعمل بأذن الله على وضع مثل هذا الكتاب في 
الستقبل القريب . لذلك فأنه سيتم التعرض للحطوط العامة لهذه الأ بحاث لغرض 
توجيه الأ نظار إليها . 


آولا: تشخیص الورڈات Genes Iden!ificatio¬‏ 

مكن تشخيص المورثات وتحديد موقعها على الصبغيات أو الحامض النووي 
4 المقطع بأنزم معين والمهجر كهربائيا عبر هلام من خلال استخدام مجس موسم 
إشعاعياً بمثل المورث المطلوب تشخيصه بهيئته الكلية أو الجزئية . 

تشخص المورثات وتحدد مواقعها على الصبغيات من خلال ما يدعى بالتهجين 
خارج الايا 1n situ Hybridization‏ . یتم في هذه الطريقة تحضير شرائح زجاجية 
توي على الايا الطلوب تشخيص مورث ما على صبغياتها وهي في مرحلة 
Metaphase «İgawil!‏ . 

ومكن الحصول على هذه الخلايا فى هذه المرحلة من خلال معاملة الخلايا الحية 
المنقسمة بادة الكوخحسين Col chesi n‏ التی تعمل على إيقاف الخلايا عند مرحلة 
اا و وت اف ا و ا ی غ 
الشرائح الزجاجية عن طريق معاملتها بسلسلة من الكحولات المتدرجة التركيز 
وكذلك مع حامض الخليك الثلجي acetic acid‏ اeciaاG‏ ثم تفصل أشرطة 
الحامض النووي (N4‏ عن طريتق المعاملة مع قاعدة كيميائية أو درجة عالية . 
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تحفظ شرائح الخلايا مع محلول التهجين الذي يحتوي على انجس الموسم 
إشعاعيا في ظروف معينة لمدة 24-18 ساعة تغسل بعدها الشرائح محاليل غسيل 
افيه لأزالة الاد الرائذة عن الجن : 

تغطى الشرائح الزجاجية (السطح الذي يحتوي الخلايا) بالهلام الفوتوغرافي 
emulsion‏ raphicعP0t0‏ في غرفة مظلمة وتحفظ الشرائح فى صندوق أسود جيد 
الغلق وتوضع بدرجة حرارة 70-م لمدة 14-7 يومأً . تحمض الشرائح الزجاجية بعد 
ذلك وتصبغ بصبغة جمزا أو أية طريقة من طرق تصبيغ الصبغيات الأخرى . تفحص 
الشرائح مجهرياً لأجل البحث عن موقع امورث على الصبغيات (الشكل1-10) . 

تؤدي عملية التهجين بائنجسس إلى ارتباط اجس مع الموقع ا محمم له والذي ثل 
المورث المطلوب تشخيصه وتحديد موقعه وبعد تغطية الخلايا بالهلام الفوتوغرافي فأن 
مواقع الارتباط أو هجين المورث- انجس الإشعاعي سوف تؤدي إلى تكوين بقع سوداء 
أو فضية على الهلام مناظره لمواقعها على الصبغيات . لذلك فأننا سنرى عند الفحص 
الجهري مشل هذه البقع على مواقع مختلفة من الصبغيات . كما يساعدنا تصبيغ 
الصبغيات على تحديد مواقع البقع الفضية على الصبغي ومن خلال الاستفادة من 
الخرائط الصبغية للكائنات فأننا نستطيع معرفة موقع المورث على الصبغي . 

إن عملية غسل الشرائح الزجاجية بعد التهجين هي لإزالة جزيثات انجس غير 
المرتبطة أو الزائدة وكذلك لإزالة الارتباطات غير ال Non- specific)‏ 
(hybridizaton‏ التي يکن أن تحصل نتيجة لارتباط انجس مع مواقخ آخری غير 
صحيحة . إن أفضل محاليل الغخسيل هذه لا تتمكن من إزالة جميع الارتباطات غير 
اللو امن 

لذلك فأن هناك بقعاً فضية أو سوداء تظهر على الصبغيات عند الفحص الجهري 
لا تعثل الموقع الصحيح للمورث المطلوب تشخيصه . كما أنه من الصعوبة التمييز بين 
هذه الإشارات الكاذبة من الإشارات الصحيحة . 
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ورق فلتر مشبعة بالفورماميد 70 © 
ومحلول ملحي مخفف جداً . 


شريحة الخلايا مغطاة بمحلول التهجين 
الذي يحتوي على مجس موسم أشعاعياً 
.(H’)‏ 


تغلق الاطباق وتحضن بد رجه حرارة37م لمدة12 ساعة . 


١ 


عسل بمحالیل ملحيه لازالة المواد الزائده عن التهجن . 


غسل الشرائح بتراكيز مختلفة من کحول الایثانول%95-70 . 


تجفيف الشرائح وتغطيتها في الهلام الفوتوغرافي بواسطه الغمس في محلول الهلام . ثم تحفظ في 


تحميض وأظهار الهلام ثم صباغتها بصبغة التحزم 6 . 


جج الفحص اجهري للصبغيات 
LI‏ 
م 
کے البقعة الفضية أو السوداء . 


(الشكل1-10) : تشخيص مورث معين ملى صبغي كوسيلة من وسائل الهندسة الوراثية. 
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لذلك فأنه يتم اللجوء الى حساب جميع البقع الفضية ولكل صبغى وتحليل 
النتائج بعد ذلك إحصائياً حيث يظهر الصبغي الذي يحتوي على موقع المورث ذي 
نتائج إحصائية معنوية بشكل عال . 

وعكن استخدام طريaة lazi‏ ء giIntransic hypothesis‏ زر Extrinsicaa‏ 
5 طotمط‏ لتحلیل هذه النتائج 

ولأ جل توضيح كيف يتم تحليل نتائج مثل هذه الأبحاث سنأخذ البحث التالي 
كمثال لأ جل ذلك . 

استخدم اف مؤلف من مورث السرطان الابتدائى -١0اهإ۴‏ كجإ-N‏ 
البشري فى تهجين تجمعات صبغية لخلايا الهامستر السوري لتحديد 
موقع نفس المورث عليها وكانت النتائج كالتالي (جدول 1-10) . 
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Number of grains 


Chromosom mean%® genom Expected (O-E)2 x 


number length (um) (E) 


9.44 2.979 24 
8.81 3.534 27 
6.55 14.73 1.666 
21 0.980 0.122 
5.88 47.886 6.04 
6.97 0.344 0.038 
6.62 A 0.416 
6.39 5.654 55 
5.94 4.040 0.504 
4.58 14.638 2.30 
5.64 41.011 5.399 
5.45 : 1132.72 154.238** 
5.28 17.338 0 
4.99 : 32.855: 0 
4.36 14.96 2.549 
4.01 5.76 i.066 
4.18 0.937 231 
3.76 8.655 171 
4.34 0.176 0.030 
3.03 9.859 2.381 
2.03 0.069 0.025 
10.12 6.990 0.512 
7.68 40.322 3.85 


س رم دیا جب ۸ د ûd‏ 0ه © 


ہیا دیا من کے س زرا سے 


س 


Total 133.37 100 180 
**: Staistically s1gnificant at P<O.001. df=1. 


جدول10-] : التحليل الإحصائي باستخدام مريع كاي للبقع الفضية المنتشرة على صبغيات 
مجاميع صبغية عديدة مهجنة بمجس مؤلف من مورث N-۲45‏ البشري الموسم إشعاعيا 
2 3 

بنظير الهيدروجين 3( 1). 


لقد دلت نتائج هذا البحث إلى أن المورث ۲45-ل١يقع‏ على الصبغي رقم (12) 
نظرا لوجود نتائج إحصائية معنوية عالية . 

كما يمكن تحديد الموقع المضبوط لهذا المورث من خلال معرفة توزيع البقع الفضية 
على طول الصبغي (12) وقراءة النسبة المئوية لتوزيعها حيث يعتبر الموقع الذي يحتوي 
على نسبة عالية من البقع هو الموقع الصحيح للمورث على الصبغي (الشكل 2-10) . 
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موقع 5-603 | ا االضى و2 


(الشكل 2-10): موقع المورث ۲15- على الصبغي رقم (12). ويلاحظ وجود تجمع للبقع 
الفضية في الموقع 05-6.3 حيث يمثل هذا الموقع وجود المورث NN-۲۹5‏ 


وکن تطبیقی هذه التقنية فی ديد موافع المورثات لأية جمعات صبغية 
النووية وعزل المورثات . ولنأخذ البحث التالي لتحديد قطعة الحامض النووي 5.۸ 
يقطع الحامض النووي البشري بأنزم ۸1 ۴٥‏ مثلا وتهجير قطع الحامض النووي 
كهربائياً عبر هلام الأجاروز . تنقل حزم الحامض النووي بعد معاملة الهلام محلول 
قاعدي لفصل أشرطة الحامض النووي إلى ورقة نتروسليلوز أو نايلون حسب طريقة 
وذمة ساوثرن (أنظر فصل الانزمات) .تثبت قطع الحامض النووي جيدا على الورقة 
بواسطة الحرارة العالية (80م) مع تفريغ الهواء وتصبح الورقة عندئذ جاهزة للتهجين . 
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يضاف محلول التهجين الى الورقة باستخدام كيس نايلون يكن غلقه حرارياً . بعد 
مرور 24-18 ساعة من التهجين تغسل الورق[ من المواد الزائدة جيدا وتغطى بفلم 
أشعة أكس وتحفظ في غلاف خاص عند درجة حرارة 70-م لمدة 14-7يوما . يحمض 
الفلم بعد ذلك وتحلل النتائج . تظهر النتائج في مشثل هذا البحث كحزم أو حزمة 
واحدة . في مثل هذا البحث فأن قطعة الحامض النووي التي تحمل المورث السرطاني 
البشري e‏ اطه-» ستظهر عند حجم 2.9 کیلو قاعده × (شکل3-10) . 


ثانياً: ايجاد العلاقات التطورية بين الأنواع: 
Polymorphism or Evolutionary releatednes between Species.‏ 

يمعكن ايجاد العلاقات التطورية لأنواع معينة موجودة في أماكن مختلفة 
باستخدام طرق الهندسة الوراثية . إذ توفرت نتائج مثل هذه الأبحاث المعلومات 
اللازمة لبناء ما يدعى بالأشجار التطورية التي توضح العلاقات التطورية بين هذه 
الأنواع ولنانحخذ ا ادوا ات العلمية التي تهدف ايجاد العلاقات 
التطورية بين نوعبن من الحار يدعى الأول . كiاuكء‏ ك»انرM‏ والثانى -هإمهاامع M.‏ 
5اا تنتشر على السواحل البريطانية والإيطالية واليونانية وهناك خلاف علمى 
حول تصنيفهما . 

استخدم الحامض النووي N4‏ المستخلص من انحار sنادفم.1‏ والذي جمع 
من سواحل مدينة سوانزي في بريطانيا لأجل بناء مكتبة مورثات باستخدام الناقل 
4ع . ويكن مشاهدة تخطيط لعملية بناء هذه المكتبة الوراثية في الشكل . 

اخحتيرت مستعمرة عشوائية من هذه المكتبة لأجل استخلاص الناقل الهجين 
لاستخدامه کمجس بعد توسیمه بنظير مشع للبحث عن ترددات النيوكليوتيدات 
المتممة له في نماذج أحماض نووية للأنواع السابقة وامجموعة من أماكن مختلفة بعد 
معاملتها أنزيياً وتهجيرها كهربائياً عبر هلام ونقلهها إلى ورقة نتروسلي لوز أو 
نايلون . 
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(@Xe)(e) 


ا ت ا ا ا ا س س ا س س e‏ 


د د ت د د ا ا فی اوی باد 


:س ص س ص ست ت س لت سے س لے س ا ت س ن س o‏ 


EcoRI 


س سے سے س س نت سے س نے سے س نتا س ت e‏ — 


هجرة كهربائية عبر هلام الاجاروز مع غوذج حامض 
نووي (Marker) gan‏ )1 ) . وفصل أشرطة الحامض 
النووي بأستخدام محلول قاعد ي . 


س 


- نقل غاذج الحامض النووي الى ورقة نايترو سليلوز أو نايلون بطريقة وذمه ساوثرن . 
- تشبيت غاذج الحامض النووي على الورقة وتهجينها مع اجس ۲-۷-2“ . 
- تغطية الورقة بعد غسلها بفلم اشعة اكس وحفظها لمدة 14-7 يوما ثم تحميضه . 


— 
aaa‏ 
سے 
ادت 
سے 
سے 
= 
ت 
———ے—ے 
س 
ے 
mm‏ 
© 
ت 
س 
چ ڪڪ 
س 
سے 
ت 
eae‏ 
—— 
کے 
a wasn‏ 
س 
ا 
س 


- تحليل النتائج . 
15 قطعة الحامض النووي ذات الحجم 2.9 كيلو قاعدة 
|.2- تعمل مورث [40- البشري . 
2.9K n‏ 
44~ 
64 — 
[.23— على قطعة حامضص نووي (N۸‏ معينة باستخدام 

. )7۲( 32 مجس ۷-111 موسم بنظیر الفوسفور‎ Kb 
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بعد تهجين الورقة التي تحمل نغاذج الأحماض النووية 0۸4 بامجس السابق 
كانت النتائج التى ظهرت على فلم أشعة أكس بعد تحميضها كالتالى (جدول 10-2) . 


M.edulis M.edulis M.edulis M.gallo M.gallo M.galio 
Mumbles Mumbles Mumbles Provinvialis Padstow Padstow 


Padstow 
14.45 15.13 11.2 9.12 14.79 11.74 
12.58 14.45 8.70 8.70 13.48 10.00 
11.74 12.58 7.16 7.31 8.70 
J] 0.00 912 
4.030 

2.70 

270 2.70 2.70 1.69 2.0 2.0 
1.69 1.69 1.69 1.69 1.69 


M.gallo M.gallo M.gallo M.gallo0 M.gallo M.gallo 


Provınvialis Greek Provinvialis Italy Italy Italy 
Greek Italy 
16.59 15.84 20.41 15.13 15.84 15.84 
11.74 11.74 16.98 9.45 12.0 13.80 
8.51 9.3 12.0 8.9] 8.91 10.47 
7.76 5.51 8.91 6.76 8.91 
6.716 6.40 5.12 6.02 5.51 
5.15 4.26 5.37 
4.78 3.31 
4.0 
3.31 
2.70 2.0 2.0 2.70 2.0 2.70 
1.69 1.69 1.69 1.69 1.69 1.69 


جدول 2-10: حزم الحامض النووي المماثلة (1010102015[) للمجس في نماذج حامض 
نووي (N4‏ تعود لنوعين في المحارالذي جمع من مناطق مختلفة من العالم. 
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كما يكن من بناء جدول آخر (جدول 3-10) من الجدول الأول يتم من خلاله 
بیان قطع ا لحامض النووي المشتركة بين الأ نواع : 

من خلال نتائج جدول رقم 2-10 فأنه يظهر بأن قطعة الحامض النووي التى 
استخدمت كمجس مؤلفة من حامض نووي متکرر 5×4( ع۷۵!از)ام۸ حيیث ظهرت 
حزم حامض نووي كثيرة ا ما جعل النتائج جد ومع ذلك فأن جرم 
الحامض النووي المشتركة توضح بأن هناك علاقة تطورية بين محار الشواطئ البريطانية 
ومحار شواطئ البحر المتوسط . 

کما تظھر النتائج الابتعاد التطوري بين نوعي محار الشواطعع المتوسطية مقارنة 
بالقرابة الواضحة بين نوعي محار الشواطئ البريطانية . 

ونستطيع أيضاً من خلال قطع الحامض النووي المشتركة بين فاذج الأحماض 
النووية لنوعي احار بناء شجرة تطورية توضح العلاقات التطورية بين أحياء المواقع 
الختلفة من الحار (الشكل 4-10) . 

کما یکن استخدام نفس طريقة البحث لايجاد علاقات القرابة بين الأفراد 
وكذلك توضيح علاقات الأبوة والنسب » وأسوق في هذا امجال مثالاً حقيقياً يوضح 
أهمية مثل هذه الأبحاث فى حل المشاكل الاجتماعية . 

حصل في بريطانيا في أن امرأة أفريقية مقيمة في بريطانيا بشكل مستمر قدمت 
من بلدها وهى ترافق ابنا لها إلى هذا البلد ومحصل ابنها إستنادا إلى إقامة أمه على 
الإقامة الدائمة فى بريطانيا . إلا أن الشرطة البريطانية حصلت على معلومات تبين 
لها بأن الصبي الذي أدخلته السيدة الأفريقية يس سوى أبن أختها وليس ولدها كما 
هو كبا فى وة سفقرة أو كما أدغت السيدة .وقد انفت السيدة الأفريقية تفيا 
قاطعا ما ذكرته الشرطة البريطانية حول ولدها إلا أنه تم ترحيله إلى بلده بسبب إصرار 
الشرطة . 
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Bund M.edulis M.edulis M.cJulis M.gallo M.gallo M.gulo Mzalle M.gallo M.pallo Mgallo Mgallo M walle 

(Kb) Mumıhles Mumbles Mumbles Provınvıalis Pilstow Piudstow Provinvıalis Greck Provınvialts aly Huy aly 
Padstow Greek aly 

15.R4 1 8 2 


513 4 4 

14.45 4 + 

12.58 + 4 

+ ج 2.30 

11.74 + 4+ + + 

JO) 4 چ‎ 

4,12 + + 

R.9) + + + + 
8.70 + 4+ 4 

8 5| چ‎ + ۹ 
2f 
6.76 + 

41.30 4 + + 


ا 4 3.31 


جدول 3-10: قطع الحامض النووي المشتركة بين نوعي المحارالمستخدمة في الدراسة والتي 


M. gallopro.l M. gallopro.2 M. gallopro.3 
Italy ltaly Italy 


M. galloprovincialis 
ا‎ 


Greec M. sallopro.4 


Italy 


M. sallopro.2 
Greed M. edlis 2 


Swansea 


M. gallopro.2 


M. gallopro.3 Swansea 


M. gallopro. | 
Swansea 


Swansea 


M. edulis 3 
Swansea 


M. edulis | 
swansea 


(الشكل 4-10): بناء الشجره التطورية استنادا إلى قطع الحامض النووي المتماثلة بين نماذج 
نوعين من المحار الذي جمع من مناطق مختلفةه من العالم. 
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وأقامت هذه السيدة الحليلة دعوی قضصائية صد الشرطة البريطانية إحدی 
درس القاضي راق ا ستمع إلى آم ومحانيي قزر ايرا للجو. الى ل العلماء 
مجاميع الدم كلفت احكمة عدداً من الباحثين لتقدي أدلة إضافية . 

تم استخلاص الأحماض النووية (N4‏ من الأم والصبى واستخدمت طريقة 
الحامض النووي المستخلص :ن الأم من ١‏ باستخدام مجسات بشرية مرة أخرى . 

بينت نتائج حزم الحامض النووي بوجود علاقة وطيدة جداً بين التي الصبي 
تسم ح وبشکل کتت ر أعتبارهماً م e‏ . طابقت هذه النتيحة ما توصنت إليه نتائج 
إخحتبا رات فصائل الدم واستنادا إلى هله النتائج ا رت الحكمة کک باعتبار 
الصبي ابناً للسيدة والسماح له بالإقامة في الأراضي ي البريطا 

وشاءت الأقدار ن موت . الصبي درشا بشسيارة طائشة قبل يوم وأحد ت ن ظهور 
الحكم . وھکز! ساهم العلم فى حل مشكلة اجتماعية أنهتها الأقدار بطريقة درامية 
خيالية . 
ثالخاً: الأبحاتث الخاصة بالأدلة الجرمية وتشخيص المجرمين 

وھی ايحأث حجري لأجل تقد دة حنائیه باستخدا a‏ طرف ألهندسة الوراثية 
تعتمد طريقة اليحتث على استخلدام م یعرف اليوم سصمهة اخامصس النووي DNA‏ 
DNA FIngerprt‏ وهی بصمة میرة نکل فرد یکن من خلالها تعییز حتی التوأم 
المتطابقة . تعتمدذ هذه الطريقة على وجود ترددات فريدة ١٠٥٤۸عاه؛‏ ع ٩1١لا‏ قى كل 

تدعی مثل هیده الترددات اح دات التابعبة Satellite DNA‏ وه مشاهدتها 
عند تقطيع الحامض النووي بأنزيأت معينة وترحيلها كهربائيا عبر هلام الأجاروز . 
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وقد قام العلماء بعزل عشرات المواقع التي تمثل هذه الترددات الفريدة لاستخدامها 

كمجسات فى الأبحاث الخاصة بالأدلة الجرمية أو غيرها . وأسوق فى هذا الجال 
اا ا ا ا خا فی اط و فی وا یا کے اید ت 
ا هدا جاتر ل ج مرو خرت ةة رة ف القاة : 

تعرضت شابة فى مقتبل العمر إلى اغتصاب وحشى مقترن بالعنف أثناء 
عودتها من سهرة مع أصدقائهاء» قام الأصدقاء بعد الانتهاء من السهرة برافقة 
صديقتهم بالسياره وأنزلوها بالقرب من الطريق العام الذي يؤدي إلى قرية قريبة حيث 
يقع منزل والديها بعيدا عن الشارع . وكان على الشابة الضحية أن تقطع مسافة من 
الأراضي الزراعية التي تعج بالنباتات البرية الطويلة للوصول إلى منزلها . قأم اججرم 
بمفاجاة الضحية في تلك المنطقة وتعكن من السيطرة عليها وأغتصابها بعنف أدى إلى 
فقدانها الوعى لمدة ساعة كاملة . قامت الضحية بعدها بطلب النجدة وأستجاب لها 
AEA E a E a E‏ 
مركز صحي قرب القرية . 

استدعى طبيب المر كز الصحى الشرطة التى طلبت منه استخلاص السوائل 
ES N E E‏ 
ذلك باستدعاء ذوي الضحية واستجوبت الضحية أمامهما واستنادا إلى المعلومات 
التي قدمتها الفتاة فأن جرم هو شاب یتراوح عمره بين 35-30 سنة وليست هناك 
معلومات أخرى عن أوصافه وطوله وغير ذلك . قام أفراد الشرطة بالبحث فى كل 
مكان حول موقع الجرية واستناداً إلى المعلومات التي توفرت لديهم تأكدوا بأن الجرم 
هو أحد شباب القرية امجاورة . وفي صباح اليوم التالي استطاعت الشرطة أن تحصر 
الشبهات في أحد وعشرين شابا تقع أعمارهم ضمن عمر 35-30 سنة ولم يتوفر لدى 
الشرطة أي دليل لتوجيه الاتهام لأي منهم . لذلك لجأت إلى مجموعة من الباحثين 
للمساعدة في تقدي أدلة علمية للقبض على الجاني . قامت مجموعة الباحثين 
باستخلاص ناذج حامض نووي تعود لواحد وعشرین شخصاً . 

ثم قاموا بمعاملتها أنزييا لتقطيعها ثم تهجيرها كهربائياً عبر هلام ونقلها بعد ذلك 
إلى ورق نتروسلیلوز أو نايلون . 
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قام الباحثون باستخدام عدة قطع بشرية فريدة كمجسات لفحص الأحماض 
النووية للمشتبه بهم . كانت النتائج في كل مرة تبين بعدم وجود تشابه بين نغاذج 
الحامض النووي الأحد والعشرين ونغوذج الحامض النووي المستخلص من الحيوانات 
المنوية المعزولة من الفتاة الضحية والمهجن بنفس الجسات . ولاحظ الباحثون وجود 
موذجين من نماذج الأحماض النووية المشتبه بأصحابها متشابهة تاماً في الإشارة 
ولحميع الجسات المستخدمة . 


استنتج هؤلاء الباحشون وبكل سهولة بأن هذين النموذجين يعودان لشخص 
واحد . وهكذا وبالعودة إلى معلومات الشرطة التي احتفظت بأسماء المتهمين مقابل 
كل رقم من أرقام نغاذجهم تعرفت على صاحب النماذج المكررة التي ظهرت عند 
التحليل الوراثي وألقت القبض عليه وعند مواجهته بحقيقة تبرعه بنموذجين من الدم 
للتستر على الجاني اعترف بذلك وقام بإخبار الشرطة باسم الشخص المطلوب للعدالة 
التى سارعت فى القبض عليه وأخحذت بعدها العدالة مجراها فى محاكمة الجانى 
والشخحص الذي حاول التستر عليه (الشكل 5-10) . ٠ ٠‏ 

إن مثل هذه الجرية تعتبر جرية سهلة الكشف عن غموضها ذلك لتوفر 
معلومات مفيدة من الضحية التي بقيت على قيد الحياة إضافة إلى المعلومات التي 
وفرها موقع الجرمة نفسه . ولكن هناك جرائم قتل واعتداء تؤدي إلى الوفاة ويصعب 
الحصول على معلومات من موقع الجرية لحصر الشبهات . لذلك فأنه في مثل هذه 
الحالة فأن وجود بقع دموية أو بقايا أنسجة جلدية أو خصل شعر في موقع الجرية أو 
ملتصقة فى جسم الضحية مثل وجود بقايا الجلد فى أظافر يد الضحية نتيجة المقاومة 
أو إصابة الات قبل موت الضحية يكن ااا هذه فى استخلاص الحامض 
النووي 014 والاحتفاظ به لأجل مقارنته مع أي مشتبه يكن أن تصل إليه يد 
العدالة . وعكن الأن الاستفادة حتى من 10 خلايا فقط لتهيئة مثل هذه النماذج ولو 
كانت هذه الخلايا ضمن بقعة دموية صغيرة جدا وجافة . أذ يتم تصنيع نسخ مكررة 
من هذا الحامض النووي مختبرياً باستخدام تقنية تضخيم الجن أو تفاعل سلسلة 
lلبوليمريj (PCR)Polymerase chain reacti0‏ . 
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1 1 
22 20 18 15 1312 9 6 3°. 


غاذج الحامض النووي المعاملة بأنزي قاطع معين بعد تهجينها 
جر ملفا من تردد ثنائي ال لنسخة . 


(الشكل 5-10): استخدام تقنية بصمة الحامض النووي 0×4 للتعرف على المجرمين. 
النماذج 22-2 تعود لنماذج حأمض نووي 4×( للمشتبه يهم بينما يعود النمودج رقم (!) 
لنمودج الحامض النووي (N4‏ المستخلص من الحيوانات المنوية المأخوذه من الضحية. 
يلاحظ بأن النموذج رقم (13) ورقم (20) يعودان لشخص واحد ولا يوجد تشابه بين النماذج 
الخاصة بالمشتبه بهم والنموذج رقم ( 1 ). استخدم في هذا المثال قطعة حامض نووي ثنائية 


اة جس موم يتير الف ومون 22( 8): 


رابعا: تحديد تتابع المورتات على الصبغى أو المشية على الصبغي 
Chromosome walking or Overlap hybridization‏ 


صر 


يمكن أن تستخدم تقنيات الهندسة الوراثئية في تحديد تتأبع المورثات على 
الصبخيات وعلى الرغم من أن هذه التقنية محصورة باجينات الصغيرة والمتوسطة مث 
مجينات البلازميدات أو العاثيات أو البكتيريا إلا أنها تستخحدم على نطاق ضير فيم 
يتعلق بمجينات الأحياء الراقية للصعوبة الکيرة الئاشثة عن وجود ترددات متكررة 


حدا بىن مورتات شذه الأ حياء 
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تتم في هذه الطريقة تهيئة مكتبتين وراثيتين جين البكتريا مشلا باستخدام 
ین قاطعين مثل 111 ۳1”٩4‏ و 34 اه5 لتهيئة قطع متراكبة لع ما0۷ . 
منلا ولنرمز لهذه المكتبة بالحرف 4 على أن تمثل هذه القطعة مورت معبن سبق تعيينه 
وتشخيصه ولنفترض أنه المورث )M(‏ . يستخدم المورث 1 بعد توسيمة إشعاعيا 

يظهر من خلال هذا التهجين أن هناك على الأقل مستعمرة واحدة تحمل إشارة 
إشعاعية توصح وجود نفس المورث فى قطعة الحامضص النووي DNA‏ الحمولة في 
الناقل الهجن لهذه الملستعمرة . 

تستخحدم هذه المستعمرة أو المستعمرات الأخرى إن وحدت لاستخلاص مجس 
أو مجسات لأ جل تهجين المكتبة (4) . أذ تظهر إشارة إشعاعية واحدة وربا أكثر مع 
كل مجس مستخدم . تعاد عملية التهجين بشكل متناوب بين المكتبة (۸) ۾ (B)‏ 
في كل مرة تظهر مستعمرة جديدة . ومن خلال تسجيل المعلومات يكن بناء تتابع 
المورثات أو قطع الحامض النووي (N4‏ (الشكل 6-10) . 
فائدة كي e‏ الخحاحة ا ا نفس e‏ 


وإضافة إلى ما سبق من مجالات البحث العلمى التى يمكن فيها استتحدام 
تطبيقانن الهندسة م فقد وردت فى الفصول اة العذديد من الأهدأف 
العلمية الختلفة التي يک e E‏ مأ دكر هنا وأخص بالذكر تعيين 
کیټ الور نات فن ریق yy‏ ماکسام وجلبرت ا ا 
نیو کلیوتیدات أف مورٹ ودگ ال ناا ا اعلميا صخما يحري اعداده مند 
سنوات يدعى بمشروع خحرطة اتجين البشري الذي يستهذف وصع خرائط وراثية 
مفصلة عن جميع مورثات الإنسان باستخدام تقنية قراءة ترددات أخامضص e‏ 
4 إضافة إل حواسيب ضخمة تستطيع قراءة أكثر من 100 ألف تردد في اليوم . 
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SIO A مستخلص‎ ٥ Nھ‎ B 
e من کائن وا سے‎ 


مستعمرات بكتريا متحوله لكتبة مورثات مستعمرات بكتريا متحوله لمكتبة مورثات تم بناءها 
تم بناء‌ها بأستخدام الانزيم 34 اه8 بأستخد ام النزgj‏ !]1 Hind‏ 
- عند | ستخدام المورٹ 1 کمجچسم من (۸) لتهجين مكتبة (8) 
Hind IH sites‏ 


Vm Y EEE SE 


نووي متراكة 


F D n D‏ الخريطة 
F‏ الوراثية 
Sau 3A s:ites‏ 


اجس الأول (4) 
0 قطعة متراكبة جديدة 
.D‏ 7 
الجزء الثاني ل F ` ١1‏ 
OEE ۷‏ 8 الريطة المتوقعة 
F DS‏ 


(الشكل 6-10): رسم الخرائط الوراثية لمجينات الكائنات من خلال تقنية المشية على الصبغي 

Chromosome Walking‏ حيث يتم في هذه التقنية معرفة القطع المتراكبة الخاصة بمورث 

معين عند أستخدام أكثر من أنزيم قاطع فى بناء عدة مكتبات وراثية لمجين نفس الكائن. 
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وسيأتي اليوم الذي يكون فيه لدينا كشاف كامل عن المورثات التي يحملها كل 
صبغي أو رما جميع الترددات التي يحملها كل صبغى من صبغيات الإنسان لأجل 
استخدامها فى الارتقاء بالمستوى الصحى للبشرية . 


الهندسة الوراثية والبايوتكنولوجي (التقنية الحياتية) 

لقد اعتبرت تقنيات الهندسة الوراثية ثورة حقيقية منذ بزوغها فى أوائل 
سبعينات هذا القرن . وإلى الآن فأننا نستطيع أن نجد آثار هذه الثورة واضحة فى 
حقول المعرفة الاخرى الختلفة حتى أصبح الآن وجود ترابط كبير بين هذه التقنيات 
والصناعة والزراعة بحيث أدى ذلك إلى ظهور ما يطلق عليه اليوم بالتقنية الحياتية أو 
البايوتكنولوجى . والتقنية الحياتية علم قأئم من ترابط الأحياء الجهرية والوراثة 
والكيمياء والهندسة الكيميائية وهندسة الإنتاج ولکل من هذه الفروع دور حيوي 
جزئی ى هذه اة 

لقد أدت الطرق الكثيرة للهندسة الوراثية إلى توفير الإمكانية الآن للحصول 
على أحياء دقيقة متحوله أمتلكت القابلية على تصنيع بروتينات حيوانية . أن الكثير 
من هذه البروتينات هو ذات أهمية طبية أو صيدلانية ويتم تصنيعهامن قبل 
الحيرانات وکن بكمية قليلة حدا يصعب استخلاصها إضافة آلف تکالیف الكبيرة 
التي تستهلكها عملية الاستخلاص هذه . 

وأصبح الآن عن طريق التقنية الحياتية الحصول على مشل هذه البروتينات 
بکمیات حيدة وبطرق رخحيصة تعتمد على هندسة المورثات المشفرة هذه البروتينات 
فى أحياء دقيقة مثل الخميرة أو البكتيريا حيث يكن تربيتها بأعداد كبيرة فى حيز 

کماً کک إنتاج بروتیتات .کان معن مثل اتان في کائنات أخحرى مثل 
الفثران والأرانب والماشية وغيرها . 

وسنستعرض فى هذا الحزء ما يعكن أستعرأضه عن تطبيقات الهندسة الوراتية 
فى مجال التقنية الحياتية . 
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إنتاج الهرمونات البشرية في الأحياء الدقيقة: 

إن العديد من الأمراض البشرية تعزى إلى نقص في بروتين وظيفي مهم أو 
السكري ١ءء‏ طه1 الذي ينشاً من نقص فى كمية الأ نسولين الذي تفرزه خلايا جزر 
لانكرهانس فى البنكرياس ء!ء>-8 يعمل الانسولين على السيطرة على مستوى 
الجلوكوز في الدم ويبقيه في مستوى طبيعي 0 ملغم/100سم3 . ونشأ تحکمه 
هذا من قدرته على السماح لجزيئات الجحلوكوز الزائدة في المرور عبر أغشية خلايا 
الأنسجة من خلال الدم ما يؤدي إلى التخلص من الكمية الزائدة من الجلوكوز . 
ويؤدي نقص مستوی لاسن أو عدم افرازه ك زيادة مستوی الحلوكوز في الدم 
الذي يؤدي إلى اضطرابات عديدة قد تؤدي بالمريض إلى الوت . وعلى الرغم ف 
نقص الأ نسولين هو السبب الوحيد في ظهور مرض السكري إلا أنه النوع الأكشر 


شيوعا . 

لذلك فأن مرضى السكري يلجأون إلى حقن الأنسولين في مجرى الدم 
لتعويض الكمية الناقصة منه . أن معظم الأ نسولين المستخدم في مثل هذه الحالات 
هو أنسولين غير بشري يأتي من خلال استخلاصه من بنکرياس حیوانات مثل 
E N E E E ET‏ 
للاستعمال البشري ولكن يمكن أن تنشأً من استعماله مشاكل مختلفة لأبعض 
المرضى . 

تأتي هذه المشاكل من الاخحتلاف بين تركيب الأ نسولين البشري والحيواني ما 
يؤدي ذلك الى ردة فعل مناعية ضد الانسولين الحجيوانى . إضافة إلى ذلك فأن 
الأنسولين الحيواني غير نقي تاماً ويكن أن يحتوي على مواد ملوثة بايولوجية خطرة لا 
ا ا کا هی الحال فى الفايروسات أو غيرها . لذلك فأن أفضل طريقة 
لأتجنب مثل هذه الشاكل هو استخدام الا تول البشري . وحيث إن مثل هذا 
الانسولين لا يكن الحصول عليه لذلك فأنه تم التفكير بأستخدام تقنيات الهندسة 
الوراثية لإنتاجه فى أحيأء دقيقة مثلى البكتيريا . 
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ونظراً لأن الأنسولين لا يتم تحويره بعد ترجمة الاحماض النووية المرسالة لمورثاته 
فى الريبوسومات لذلك فأنه فى حالة هندسة هذه المورثات ونقلها إلى البكتيريا فأن 
E‏ 

هذا إضافة إلى أن بروتين الأنسولين من البروتينات صغيرة الحجم نسبياً إذ 
يتألف من سلسلتين عديد الببتيد مرتبطتين بأواصر كبريتية . يبلغ حجم السلسلة 
الأولى التي تدعى بسلسلة الفا أو (۸) حوالي اسا ام بينما يبلغ حجم 
سلسلة بيتا أو (8) حوالى 30 حامضاً أمينياً ومكن للأحياء الدقيقة بناء مثل هذه 
ا 

في التصنيع الطبيعي للأنسولين في خلايا بيتا البنكرياسية فأنه يتم إنتاج 
سلسلتى 4 و8 ترتبطان بسلسلة ثالثة تدعى بسلسلة الرابطة ويدعى مثل هذا 
الأنسولن بالأنسولين الأولى «ااو"ذه۴ . تلتف بعد ذلك جزيئة الأنسولين الأولى 

يقة معينة مستخدمة قطعة بروتينية صغيرة تدعى بالقائد ا۴ ل2٥‏ ] حيث تلتقى 

سل ف سلا قطان رواب ك ي ك بدا ارال اة فة 
القائد (شكل 7-10) لإنتاج جزيئة الأنسولين ا 

مختبريا تتوفر الآن طرق مختلفة لإنتاج جزيئة الانسولين الطبيعية وسنتحدث 
عن التقنية المستخدمة في صناعة هذه السلاسل وإنتاج الجزيئة الكاملة للأنسولين 
في الجزء التالي . 
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سلسلة ۸ 


66 067 


سلىلة 8 


روأبط الكبريت 


ز3 A‏ 
جزيئة الانسولين 


(الشكل 7-10): الصوره الاولية والنهائية لهرمون الأنسولين البشري 
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استراتيجية إنتاج الأنسولين عن طريق الهندسة الوراثية: 

إن بروتين الأنسولين مشفر من قبل مورثين معروفين وسبق الكشف عن تردد 
قطع DNA‏ وعند استخدام هذه المورثات کمحسان . کما ھک استخدام مورثات 
الأنسولن الخاصة بالفئران أو الأرانب كمجسات أيضا في عزل .ورتا ت الا نسولین 
من مكتبة مورثات بشرية . ونظرأً لأن مثل هذا العمل يأخحذ وقتا غير قليل لأجل 
تهيئة هذه المورثات فأنه تم اللجوء إلى تقنية حديثة سبق الحديث عنها وهي تفاعل 
سلسلة البوليمريز )۶١8(‏ . نظرا لعزل مورثات الأ نسولين من قبل العديد من الباحثين 
والشركات فأنه يمكن الحصول على هذه المورثات عن طريق الشراء أو كهدية . تقصل 
أشرطة المورثات بعد ذلك كل على إنفراد عن طريق وضع محلول هذه الأشرطة فى 
حمام مائی ساخن (غليان) دة شر دفائق وترك محاليل الورثات بدرجة حرارة 
الغرفة لمدة نصف ساعة أخرى . يؤدي الغليأن إلى تذمير الأواصر الهيدروجينية التى 
تربط القواعد النتروجينية لأشرطة المورثات ويؤدي التبريد بدرجة حرارة الغرفة إلى 
الإبقاء على هذه الأشرطة مفصولة . 


ا ق2 i= Sl 2l‏ ا e Ua‏ 
تستحدم الأشرطة المفردة لهذه المورثات ي تفاعل سنسلده الو .تقاعال 
سلسلة الا اغا اتی س دم فة نے ف الک Keo wv‏ 

10 م فيه نزي قطع الكلينو‎ e SS 
ومحلول النیوکلیوتیدذات الأرنعة لأحل بناء‎ 1a4 او انز‎ ragments enzyme 
أشرطة متممة لكل شربط مفرد من أشرطة الورثات . يمك بهده الطريقة مصاعفة‎ 
أعداد المورتات . كما كن زيادة العدد أكثر وأكتر عن طريق فصل ألأشرطة ألُزدوحة‎ 
الناة من التفاعل بو أسطة اخرارة اتيد کم سس وأعادة التفاعل مرة أخری‎ 


س 
حم 


تستخدم اليوم تقنيأات متطورة 'خحرى لأ جل تصنيع مورثات الانسولي 
wer 1 1‏ 
مختبریا دون إلحاجة ا وجود مورث حقیقی . 
lz oma EL‏ ا ا Ee‏ 


الجهاز الانزعي على ست قنان مرتبطة معه تمثل هذه القناني النيوكليوتيدات الأربعة 


زر 
A‏ 
ار 


اللازمة وقنينة لأنزيم قطع الكلينو وأخرى حلول البفر اللازم للتفاعل ويتم تزويد جهاز 
التفاعل من مكونات هذه القناني آلياً واعتماداً على برنامح الحاسوب . نظراً لمعرفة 
تردد نيوكليوتيدات مورثات الأنسولين فأته يكن من خلال هذه التقنية تغذية 
الحاسوب بالعلومات الخاصة بتردد مورث ۸ مثلاً ثم إعطاء الأمر لأجل إيصال هذه 
المعلومات بجهاز التفاعل الأ نزي المرتبط مع الحاسوب حيث يبدأ عندها تفاعل بناء 
شريط للمورث صناعياً اعتماداً على تردد نيوكليوتيدات المورث التي تم برمجتها 
با حاسوب . 

ويستغرق الحصول على مورث صناعي بواسطة هذه التقنية حوالي 5-2 
ساعات . يجمع محلول الأشرطة الصناعية الخاصة بالمورث و باستخدام تفاعل 
PR‏ . وسواء تم الحصول على مورثات 8 و۸ بالطريقة ة الأولى أو الطريقة الغانية فأنه 
کم مدا نازرات إلى ناف مرها .وال اميرك رال تحت 
للمورث المهندس معها بالتعبير عن نفسه عبر إنتاج اترو او اة عديد ال 
لإي 

تأتي قدرة هذه النواقل على السمأح بتعبير المورث على احتوأئها على مواقع 
تحفيزية ۲١01١01۴١١‏ قوية تعود لورثات بكتيرية غالبا مثل البادئ التحفيزي اخاص 
بllورj gi Lac Promoter . LAC‏ موقع تحفيز اليتالوثيونىن Me) -P r00)‏ أو 
عيرها من ألحفزات . 

14٥ استخدم في الهندسة الوراثية ناقل تعبير يحتوي على الحفز‎ TT 

ل النواقل الهجينة إلى بکتيريا القولون ااهء.٤‏ باستخدام طريقة التحول التى 
سبق الحديث عنها وتنمى الىكتيريا المتحولة فى أوساط غذائية سائلة بدرجة چ 

تستخلص بعد دلك سلاسل عدید البہتید من کل وسط زرعی تم يتم 
التخلص من القطع الخاصة بانزي بیتا جلا كتوسايديز 8-g|2°]0S1d45€‏ الرتبطة مع 
سلاسل 8 و۸ عن طريق إضافة مادة بروميد السيانو جين Cy2 08e" 801٤‏ . 


رورا 
ا 
دتا 


ترتبط سلسلة ۸ مع 8 بواسطة الأواصر الكبريتية تلقائياً عند وجودهما معأ في 
محلول واحد (شكل8-10) أو عن طريق تفاعل . إن سلاسلل عديد الببتيد الناتجة 
عن التعبير في البكتريا تكون هجينة مع قطعة صغيره تمل أنزم بيتا جلاكتوسايديز . 
وتفصل هذه القطع عن تردد سلاسل عديد الببتيد الخاصة بالأنسولين بواسطة 
الميثونين . وينتج هذا الهجين بسبب وجود مورث(۸) أو (8) بجوار جزء من مورث 
2 المرتبط مع احفز . يعمل بروميد السيانوجين على فصل سلاسل عديد الببتيد 
۸ و8 عن القطع الزائده الخاصة ببروتين المورث 14٥7‏ من موقع وجود الميثونين . 


استراتيجية إنتاج الهرموتات البشرية المنظمة للنمو 

يخضع نو الإنسان إلى عدد مختلف من الهرمونات إلا أن أكثرها تأثيراً هما 
هرمون السوماتوتروبين 50١٠40٤٠01١‏ الذي يطيل العظام البشرية وهرمون السوماتو 
ستاتين ١1ة1ءه)هد«50‏ الذي يؤدي إلى عرقلة غو العظام الطولى وهو بذلك الهرمون 
اا ع و ا ا وواک ات 
الأهمية الطبية الفائقة في مجال اخحتلال النمو الطولي للأفراد . فهرمون 
امار ادن سد ي ال ات الط رل اف اى لف الا طقال با 
يستخدم هرمون السوماتوتروبين لعالجحة حالات التقزم لدى الاطفال . 

تخحتلف ستراتيجية إنتاج هڏذين الهرمونين ب بسبب الاختلاف في تعقیدهما فيبلغ 
طول هرمون السوماتوستاتين حوالي 14 حامصاً ا وهو بدلك يثل سلسلة عديد 
فر جا تشفر من مورڻ صغير الحجم لاأ يتجاوز 50 قاعدياً وکن 
بكل سهولة بناء مورث صناعی شبيه له ا بأاستخداأم تقنية ٣€R‏ 
E‏ 

ا ا و ي 91 حامضا أمينياً تشفر 
من مورت کبير يبلغ ححمه حوالي 6O00‏ روج قاعدة . ونطرا | لسعة حجم المورث المشفر 
لھرمون السوماتوتروبين لذلك مأن أفضل طريقة لهندسته هو بأستخدام مكتبة مورثات 
04ء مستخلصة من الغدة النخامية التي هي مصدر إفراز هذا الهرمون . 
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بلازميد ات تعبير هجينهة مع مورثات الأنسولین 8 و۸ 


| O المتحوله‎ E.coli بكتريا‎ O 
النواقل‎ 


تربية كل من البكتريا المتحوله في وسط غذ ائي سائل 


أستخلاص البروتينات 
سللة 8 سلسلة ۸ 
E E‏ 


بروميد السيانوجين 


AWN ____ WN B__ 


٣‏ > ربط السلاسل مع 
B‏ بعضها 
A‏ | | الانسولين النهائي 


(الشكل 8-10): ستراتيجية انتاج الانسولين عن طريق الهندسة الوراخية 
358 


تستخدم في آنتأج هرمون السوماتوستاتين نفس التقنية المستخدمة في إنتاج 
الأنسولين من قبل بكتيريا القولون أا». 5 التي سبق الحديث عنها . يهندس الورث 


الصناعى التي رټ ھرمول السوهاتوستاأتىن الطبيعى ف ناقل بحتوي على مقر 
٤‏ وتدخل النواقل الهجينة إلى بكتيريا القولون بطريقة التحول . تنمى البكتسيريا 
وإنتاج الهرمون 'لمطلوبن بستخلص الهرمون بالطرق الكيميائية وينم التخلص بعد 


1 
سی 


ذلك ھن ااأقملعة الرائدة ا عش رعا عن رھ بیتاحجلا سوس يدير کن طریق ج 


1 - 1 1 هه ١‏ 1# إ : El : i‏ ا ز 
اة عديد السبتيد الهجينة a a‏ الخامص الاميني میسو یں باستخدام برو م 


ت 


السيانوجنن . ينقى بعد ذلك الهرمون ليتم تجريبه وإجراء الدراسأت عليه (شكل9-1!0) . 


إنتاج هرمون السوماتوتروبين : 

ا حجم المورث المشفر لهذا الهرمون فأنه يتم استخذام مكتبة مورثات 
04 مبنية م مزيح خوامض نووية مرسالة ا من حلايا الغدة النخامية 
Pitultary gland‏ . 

تعزل قطعة الحامض النووي المتمم 0۸ التى تمثل المورث المطلوب من الناقل 
ان ودا اوي الك ااا ا ا ی فا 
الحامض النووي 14ن على تردد بتراوح معدله حوالي 23 زوجاً قاعدياً يقع في 
مقدمة هذه القطعة يثل ترددات منطقة الدال ۲٤10ع[‏ فى الحامض النووي 
اا ٠‏ 

ولاختلاف هذه الترددات في الأحياء حقيقية النوى عن ما هي في الأحياء 
بدأئية النوى فأنه لا يمكن ترجمة الحامض النووي المرسال الناتج عن قطعة 5×N4ء‏ 
الت تخل المورث هرمون السوماتوتروبين في البكتريا . لذلك فأنه لا بد من التخلص 
أولا من القطعة التى تثل تردد القائد فى الحامض النووي 04ء واستبدالها بقطعة 
اا ا ا 
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IMN 


مورث السوماتوستاتين الصناعي 


أدخال النواقل الهجنية الى بكتريا 
القولون 1ا0ع.8 وتربيتهاعلى وسط 


قطعة الهرمون | استخحلاص هرمون السوماتوستاتين 
ر 
AAV eran‏ 


ر قطعة انز البيأ جلا كتوسايد يز 


بروميد السيانو جين 


AAWNWMN 


هرمون السوماتوستاتين 


(الشكل 9-10): الاستراتيجية العامة لإنتاج هرمون السوماتوستاتين باستخدام تقنيات 
الهندسة الوراثية 
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يتم التخلص من تردد القائد في قطعة الحامض النووي المتمم 0۸ء 
باستخدام أنزي 113١ 11١‏ الذي يتلك موقع قطع وحيد يقع بعد 25 نيوكليوتيدا من 
بداية قطعة الحامض المتمم ما يؤدي إلى فصل قطعة الحامض النووي الى قطعة طويلة 
تمثل شفرات المورث وقطعة صغيرة تمثل منطقة القائد . 

تستخلص القطع الطويلة الحجم باستخدام الهجرة الكهربائية عبر هلام وتهيىء 
للهندسة مع الناقل المتاسب . 

إن أنزيم القطع 1۲1 113٥‏ يؤدي إلى إنتاج قطع ذات نهايات مستوية (عمياء) 
لذلك فأنه يتم لحام قطعة رابط 11١۲‏ على سبيل المثال في النهاية العمياء من 
القطع الطويلة وكذلك قطع رابطة متممة مع قطعة القائد الصناعية التي يراد لحامها 
مع المورث بدلا من القطعة التي تم حذفها. 

تربط قطع القائد الصناعية المناسبة للتعبير في البكتيريا مع القطع الطويلة التي 
تعثل شفرات مورث السوماتوتروبين وتهندس القطع الجديدة مع ناقل تعبير مناسب 
مثل الناقل المستخدم في إنتاج الأ نسولين أو السوماتوستاتين وتدخل النواقل الهجينة 
إلى بكتيريا القولون بطريقة التحول . تنمى البكتيريا المتحولة في وسط غذائي سائل 
تحت ظروف مناسبة حيث يتم التعبير عن المورث وإنتاج e‏ 

يستخلص الهرمون ويتم التخلص من القطعة الزائدة التي تمثل جزء! من أنزم 
ببتأاجلاكتوسايديز والمرتبطة مع بروتين ألهرمون ع طريق المعاملة مع بروميد 
O‏ 

ينق المرمون و خم فى الارن والدراسات اللازمة «واضافة إلى 
استخلاصن اتاج هرمون اشرما توتروبین من بکتريا القولون فاته کن استخ ام نین 
الاستراتيجية السابقة في إنتأح أنواع مختلفة من الهرمونات مثل الانترفيرول 


وعیره ۰ 
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191 24 0 اiلدJI c(4 Leader‏ تعودللمورثٹ 
السوماتروتروبين 
موقع أنزم القطع 111 12٥‏ 
قطع ال نري Hae II‏ 
WH l1 [‏ 
1 قطعة الدال او القائد الخاصة بالمورث 
e =|‏ 


ج في البكتريا 


۰ 
1 


ألجديد 


- ادخال النواقل الهجينة الى بكتريا القولون ا0ء.E‏ وتربيتها في وسط زرعي سائل واستخلاص 
الهرمون الهجين سوماتوتروبين -بيتا جلا كتوسايد يز . 
- معامل الهرمون الهجين مع بروميد السيانوجين للتخلص من البيتاجلاكتوسايد يز . 
(الشكل 0-10 |): الاستراتيجية العامة لإنتاج هرمون النموالبشري-السوماترونبين- 
باستخدام تقنيات الهندسة الوراثية 
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إنتاج الهرمونات البشرية من الحيوانات النقيلة ٥٤۸1ء‏ عء١١7:‏ 

إن هناك صعوبات ليست باليسيرة ترافق عملية إنتاج الهرمونات البشرية من 
الأحياء الدقيقة . فلا يكن على سبيل المثال استخدام المورثات المعزولة من مكتبة 
وراثية بشرية مؤلفة من اين البشري في إنتاج هرمون معين في البكتريا ويعود ذلك 
للاختلافات التركيبية بين المورثات البشرية والأحياء حقيقية النواى عموما ومورثات 
الاحياء بدائية النواة مل البكتيريا حيث تتألف المورثات البشرية من محاور متبادلة 
مع متداخلات » وتتطلب عملية إنتاج حامض نووي مرسال لهذه المورثات نظاماً 
أنزعيا خحاصا لأجل التخلص من الترددات التي تمثل المتداخحلات (لعدم قدرة 
الريبوسومات على ترجمتها) ولحام الترددات التي تمثل الحاور فقط . ولا تعتلك 
البكتيريا أو غيرها من الأحياء بدائية النوى مثل هذا النظام لعدم وجود المتداخلات 
في مورثاتها . لذلك فأن البكتيريا تفشل في استنساخ حامض نووي مرسال ناضج 
للمورثات البشرية أو غيرها من مورثات الأحياء حقيقية النوى . 

وهذا ما يحد من قابلية العمل مع الأحياء الدقيقة بحيث يقتصر إنتاج 
الهرمونات البشرية من هذه الأحياء فقط عند استخدام مورثات صناعية أو مورثات 
معزولة من مكتبة وراثيهة مؤلفة من حأمض نووي متمم 04 . بينما ر 
الحيوانات اللبونة النقيلة وبكل سهولة من التعبير عن هذه المورثات لامتلاكها نظاما 
أنزمياً للعخلص من الترددات التى تمثل المتداخلات فى الحامض النووي المرسال غير 
الناضح مشابهاً لما في الخلايا البشرية . هذا إضافة إلى الصعوبات التي تتعلق بتلوث 
الهرمونات المنتجة بشوائب بكتيرية مختلفة وكذلك صعوبات فصل هذه الهرمونات 
وكمية الهرمونات المنتجة وغير ذلك . 

لهذه الأسباب وغيرها فأنه يتم اللجوء إلى إنتاج الهرمونات البشرية من 
0 

الحيوانات النقيلة ranger‏ : هي حيوانات تمتلك صفة جديدة مثل إنتاج 
هرمون بشري معين ولها القدرة على ترير هذه الصفة إلى ذريتها . يتم الحصول على 
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اخيوانات النقيلة عن طريق زراعة مورث بشري معين مرتبط بناقل تعبیر مناسب في 
النواة الأولية الذكرية أو الانثوية لبيضة حديثة الاخحصاب عن طريق الحقن المجهري 
وتم نقلها إلى م انثى حاضنة من نفس نفس النوع أو زراعة الناقل الهجين المورث 
البشري عن طريق الحقن امجهري في خلایا جنينıة‏ جeiية Embryonic Stem‏ 
cells‏ ونقل الجلایا جحيدة احير الى أرحام إناٹث حاضنة من نه ھن ال تم اجر 
تضریبات13)1185× بین الأفراد النقيلة الناتجة للحصول على سلالة نقيلة نقية -10 
MOZY gOUS‏ 8 ۰ کک . ولا يقتصر احیوانات النقيلة 
NG E e‏ 

يعود إنتاج اول حيوان نقيل إلى عام 0 حيث أنتجت فغران نقيلة لمورتثف 
هرمون . السوماتوتروبين البشري . تلى ذلك إنتاج أنواع مختلفة من النقيلة 
س کک ا . وتعج الآن ارات 2 لعلمية الكبيرة 


إنتاح البروتينات البشرية المختلفة من الحيوانات النقيلة 


يعود السبب في إنتاج البو تيان ال ةن ال انات الك إل الاغراض 
الجانبية التي تظهر عند استخدام البروتينات النظيرة للبروتينات البشرية والمستخلصة 
من الغدد والأنسجة الحيوانية الختلفة . كما أن طريقة الإنتاج الجحديدة توفر بروتينات 
بشرية وليست ذات مصدر حيوانى وبكميأت تجارية لا بمكن الحصول على مثينها من 
لمصادر الجحيوانية . إضافة إلى ا المنتجات من الملوثات البايولوجية الختلفة . 


ل بین الأنسولين انتج بطرق ألهندسة الوراتي ثية بأاستخحدام الک او 


الحيوانات 2 النقلة a‏ لزقلة اک مانا ال س الستخلص من د ایر یاس e‏ تعود 
کات ك ا ا الحانبية لأنه الأكثر شبهاً بال ا ولين الل 


من جانب آخر فأن هناك أنواعاً من البروتينات البشرية لا يكن الحصول عليها 
بطرق غير الهندسة الوراثية واستخدام الأحياء النقيلة كماهى الحال فى 
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الانترفيرونات التي تفرزها الخلايا البشرية عند الإصابة بالرواشح مشل رواشح 
استخحلاصها . 

أما من ناحية السلامة الصحية للمنتجات النوتاة من حیوانات نقيلة فأنه 
المصابين بالنزيف الوراثي-الهيموفيليا- Haemophilia‏ عبر استخلاصهە من الدماء 
المتبرع بها في بنوك الدم . ومع أن طريقة أستخلاص هذا العامل سهلة ورخحيصة إلا 
أنها ليست قادرة على منع تلوث المنتج البروتيني برواشح خطرة مثل راشح التهاب 
الكبد الوبائي أو راشح متلازمة العوز المناعي المكتسب (الأيدز ۸158) . 

لذلك فأن منتجات الهندسة الوراثية من البروتينات البشرية تبقى الأكثر أماناً 
وسلامة من البروتينات المستخحلصة من الأ نسجة الحيوانية أو الدم البشري . 

إضافة لكل هذا وذاك فأننا نستطيع من خلال استخدام حيوانات نقيلة اختيار 
العضو أو النسيج الذي يقوم بإفراز البروتين البشري المطلوب وذلك باختيار محفزات 
معروفة بقوتها ی العضو أو النسيج المطلوب أستخحداأمه . فمثاا بستخحدم ناقل تعبیر 
يحتوي على محفز مورث الميتالوثيونين لأجل هندسة مورث بشري معين والتعبير عنه 
لاكتوجلوبيولين لأجل هندسة مورث بشري معين والتعبير عنه في الخلايا الفارزة 
للحليب فى الأثدية وغير ذلك الكثير . 

وسنستعرض باختصار إنتاج بروتينات بشرية مختلفة من حيوانات نقيلة مثل 
الفئران والخراف والخنازیر والدواجن 


اك فردرة افي الرن رار ا اران 
تعد سلالة نقية من الفثران النقيلة م مورث السوماتروبين وذلك عن طریق 
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مايكروميتر لناقل تعبير يحتوي على قطعة 00۸4 تشل المورث أو ا مورث الصناعي 
مرتبطة مع محفز المورث المشفر لبروتين الميتالوميشونين في نواة أولية ذكرية أو أنثوية 
لبيضة فأرة مخصبة منذ وقت قصير أو في نوى خلايا جنينية جذعية ثم زرع 
النقيلات في أرحام فئران حاضنة وإجراء تضريبات متكررة بين الأفراد النقيلة الناتجة 
لأجل الحصول على السلالة النقيلة للمورث البشري المشفر لبروتين السوماتوتروبين . 

تتميز الفئران النقيلة للمورث المشفر للسوماتروبين بأنها اسرع نمو من الفئران 
الاعتيادية . إضافة إلى أن وزنها عند البلوغ ضعف الوزن الطبيعي عند هذه المرحلة . 
كما يتميز مستوى بروتين السوماتوتروبين فى هذه الفئران بأنه أعلى500 مرة عن 
مستواه في الفئران الطبيعية . 

يتميز استخدام محفز مورث الميتالوثيونين بسهولة السيطرة عليه من خلال تركيز 
أيونات المعادن الثقيلة في مجرى الدم . أذ يقوم احفز بالعمل على التعبير عن المورث 
المشفر للسوماتوتروبين المرتبط معه عندما يكون هناك مستوى عال من المعادن الثقيلة 
في مجرى الدم ويتوقف عن العمل عند عودة هذه المعادن إلى مستواها الطبيعي . 
وهكذا فأننا نستطيع فتح تعبير المورث أو غلقه من خلال التحكم بمستوى المعادن 
الثقيلة في ماء الشرب المستخدم لري الحيوانات . 

وترجع قابلية هذا الحفز على العمل اعتماداً على مستوى المعادن الثقيلة في الدم 
إلى المورث المشفر لبروتين الميتالوثيونين المرتبط طبيعياً مع الحفز . وتقوم الخلايا الكبدية 
بإنتاج بروتين الميتالوثيونين عند وجود مستوى عال من المعادن الثقيلة في الدم حيث 
يقوم هذا البروتين بالارتباط مع أيونات المعادن الثقيلة الزائدة لأجل التخلص من 

كما يكن استخدام ناقل تعبير أخر يحتوي على محفز المورث المشفر لبروتين بيتا 
لاكتوجلوبيولين لبناء ناقل هجين لمورث السوماتوتروبين وإنشاء سلالات نقية من 
الفئران أو الشياه النقيلة القادرة على إنتاج بروتين السوماتوتروبين في حليبها حيث 
يتم التعبير عن المورث المطلوب في الخلايا الفارزة في الحليب . 
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كما أنه يمكن إنتاج سلالات نقية من المواشي ذات قدرة على إنتاج حليب 
قليل اللاكتوز عن طريق ربط مورث مشفر لبروتين تمثيل اللاكتوز مع محفز لأحد 
الورثات: الشف لبروتضات الل فن الست راتعجة الساقة:.: 
استخدام الحيوانات النقيلة للاغراض العلاجية وزراعة الأعضاء: 

يمكن الاستفادة من الحيوانات النقيلة للأغراض العلاجية بطرق مختلفة . أهم 
هذه الطرق هو إنتاج عوامل ت تخحثر الدم VIII‏ ۾ VII‏ وعيرها الضرورية لعالحة حالات 
الهيموفيليا المرتبطة بفقدان هذه العوامل . 

فمشلاً مكن استخلاص هذه العوامل من الحليب المنتج من الشياه النقيلة 
با لمورثات البشرية المشفرة لهذه العوامل والمرتبطة a‏ محفز المورث المشفر لبروتين بيتا 
لاکتوجلوبیولىن والذي د يتم التعبير عنه في الخلايا الفارزة للحليب . 

كما تم إنشاء سلالات حيوانات نقيلة يأمل منها العلماء الحصول على أعضاء 
ك یکن ا في 3 الأ عضناء من الأعضاء ك وغبر 
ا عن الرفض المناعي ف ا e‏ اا e‏ بحیث أصبحت هذه 
الاعضاء ء من اللاحية النظرية والعلمية مكنة الاستخدام في زراعة الأعضاء ذ فى البشر 
دون الخوف من رفضها . وينتظر العلماء الآن التجأرب النهائية حول هذا الموضوع للبت 
النهائى فى أهميته: 


إنتاج حيوانات نقيلة مقاومة للحشرات 


لقد تم تشخيص وعزل مورث نباتي مشفر لبروتين الكايتينيز C۸11 ١2588‏ . يقوم 
هذا الأنزيم بالهضم الطبيعي لادة الكايتين وعن طريق استخدام تقنيات الهندسة 
الوراثية نة فأانة أصبح الآن بالإمکان إنتاج مواش نقيلة تقوم بإفراز هذا ال نرم من 
خحلایاها الجلدية ا يقوم هل! الأنزيم بتحلیل الأجزاء الخارجية للحشرات الى تقف 
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على هذه المواشى ما يودي الى موت هذه الحشرات وذلك يتیح لهذه الحیوانات مقاومة 
طبيعية ضصد الحشرات 

كما يمكن باستخدام نفس التقنية السابقة في إنتاج حيوانات نقيلة لمورثات 
مطفرة لدراسة تعبير هذه المورثات وتأثير الطفرات على منتجاتها من البروتينات . 


وبشكل عام حظي إنتاج البروتينات البشرية في حيوانات نقيلة بأهمية كبيرة 
حتى أن قائمة البروتينات المنتجة بالا ساليب الوراثية أصبحت طويلة (جدول 4-10) . 


جدول 14-10: الهرمونات البشرية المنتجة بأساليب الهندسة الوراثية. 


الانسولىن لعلاج مرض السكر 
الانترفيرونات لعلاح الأمراض الراشحية والسرطان 
Human Chorionic gonadoropin‏ | لعلاج اضطرابات المبیض 
السوماتوتروبين لعلاج التقزم 
الانكيفالن والاندورفين | لعلاج الالام 
الان لعلاج اضطرابات العظام 
çIlal | Nerve growth Factor‏ تلف الأعصاب 


الارثروبيوتين | لعلاج فقر الدم والبواسير 
عوامل التخثر الختلفة | لعلاج نزف الدم الوراثي 
ا E‏ 
ارما ن ل غ 
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إنتاج اللقاحات الراشحية الطبية 


تعتبر اللقاحات الطبية من المواد المهمة التى ساهمت كثيرا فى وقاية البشرية 
من العديد من الأمراض الفتاكة حتى أن ل TEY‏ الزيادة الهائلة فى 
سكان الأرض إلى الدور المهم لهذه اللقاحات في حصانة الأطفال ضد الأمراض ۴ 
ساهم إضافة إلى عوامل أخرى في إطالة معدل العمر البشري وزيادة إنتاجه من 
الأفراد . 

تنتج اللقاحات الراشحية عن طريقق إضعاف رواشح مرضية بالجرارة العالية أو 
بطرق أخرى تصبح بعدها هذه الرواشح غير قادره على الأصابة بالأمراض . وعكن 
استخدامها كلقاحات لتحفيز الجسم البشري على توليد أضداد كع اله ط)۸ لها 
تساهم في التصدي للرواشح في حالة الأصابة بها . وعلى الرغم من الأهمية البالغة 
لهذه اللقاحات في وقاية الإنسان والحيوان من شرور الأمراض إلا أن إنتاجها ارتبط 
دائماً في مشاكل جعلت الباحثين يفكرون في الهندسة الوراثية كتقنية عكن أن نحل 
ا لهو دة اها ا وجه اش حه د و 
الأصابة بالمرض . كما أن إنتاج معظم اللقاحات يتم من خلال استخدام الخطوط 
الزرعية Cu ure‏ ueء٤1‏ وهي غير مناسبة لإنتاح لقاحات معينة مثل لقاح ضد 
التهاب الكبد الوبائي لعدم قدرة راشح هذا المرض من النمو في مشل هذا الوسط . 

هذا إضافة إلى التكاليف العالية لعملية الإنتاج والتنقية والضمان الصحي 
للمنتج ل فان الهندسة الوراثية Ee‏ تساهم ۽ كثيرا في حل معظم هذه 
المعضلات . وبلغ الآن حجم إنتاج لقاح مضاد لراشح الیل القدم والفم & ۴٥٥۲‏ 
mouth wart virus‏ الذي یصیب المواشي والمصنح ا الهندسة الوراثية ما قيمته 
اکثر من 500 ملیون دولار . 

تتم عملية إنتاج اللقاحات الراشحية بطرق الهندسة الوراثية بنفس الأسلوب 
الذي يتم فيه إنتاج الأنسولين من البكتريا . إذ يربط المورث المشفر لبروتين علاف 
راشحي مع محفز مناسب في ناقل تعبير معين ثم تدخل النواقل الهجينة إلى بكتيريا 
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القولون ااد.ع أو الخميرة على سبي المثال . تلمى الأ حياء e‏ غذائی 
سائل و تستخلص البروتينات الراشحية من الوسط الخذائي روات | 
اللقاحات من الشوائب الراشحية من الوسط الغذائي . تنقى E‏ المستخلصة 
من الشوائب وتخلط مع محلول مناسب لتهيئة اللقاح أو اللفاحات . والجدير بالذكر 
هنا ا ليس لجميع رواٹ الرواشح أهمية في إنتاج الاس ةة يعتبر 
البروتين المشفر من المورث ۷۴3 الخاص براشح مرض القدم والفم الذي يصيب 
الواشي لقاح جيد للوقاية من اللإصابة بالراشح بينما لا يعتبر البروتين المشفر من 
المورث ۷4 لنفس الراشح ذا أهمية في ذلك . 
کما أن بروتینات سطح راشح التهاب الكبد الوبأئي ذات أهمية كبيرة كلقاحات 
بينما لا فائدة من بروتينات قلب الراشح نفسه . 
ويجري الآن تطوير لقاحات عديده أخحرى مثل لقاح التراخوما والملاريا 
والانفلونزا والنكاف والحصبة والتايفوئيد والكوليرا والدایزنتر ي والبلهارزيا وغيرها 
الكثير . 
استخدام الهندسة الوراخية في إنتاج المضادات الحيوية: 
يعتبر حقل إنتاح المضادات الحيوية حقلاً صناعياً ضخماً تبلغ مببعاته الليارات 
من الدولارات . لذلك فأن مشل هذا الحقل بأمس الحاجة إلى تقنيات الهندسة 
الوراثية لزيادة إنتاجه وتقليل تكاليف الإنتاج . 
إن معظم المأضادات الخحياتية المستخحدمة اليوم في المستشفات هي عبارة عن 
مركبات طبيعية وصناعية شبيهه لها . تستخلص هذه المركبات طبيعياً من الأحياء 
الدقيقة خحصوصاأ الفطريات أو الأعفان والبكتريا التى تنمو طبيعياً فى التربة أو على 
الفضلات . ويعود أول اكتشاف لهذه المضادات الحيوية إلى عام 1928 عندما اكتشف 
العالم الكسنك ر المضاد الحيوي البنسلين الذي يفرزه فطر البنسليوم ٥1111-‏ "م۴ 
ntatumn‏ تا . وتضم اليوم قائمة المضادات الحيوية التي تفرزها الأحياء الدقيقة 
تعبا ارعن حن فرعا من الضادات هذا إضافة إلى مات الفخقات 
الكيميائية منها . 
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إن استخدام الهندسة الوراثية من أجل إنتاج هذه المضادات يعتبر نقلة نوعيهة 
وكمية فى مثل هذا الحقل . ومع ذلك فأن تطبيق هذه التقنية لهذا الهدف يحتاج إلى 
عناء شديد أكثر بكثير من العناء الذي نقدمه عند إنتاج الهرمونات أو غيرها من 
اوو تات : 

يعود سبب ذلك ف أن جميع المضادات E‏ طا غ ظط اة 
من التفاعلات الكيميائية الطويلة التي يقوم بها أكثر من أنزم ب أكثر من 
بروتين بينما لا يوجد مشل هذا التعقيد عند إنتاج هرمون أو بروتين . 

لذلك فأننا فى سبيل إنتاج البنسلين نحتاج إلى هندسة عدة مورثات سوية ف 
تطعة حامض نووي (N۸4‏ واحدة . ثم ربطها مع ناقل تعبير مناسب ونقلها إلى 

وکن تصور عزدما تکون هذه المورثات منتشره ة على مواقع متباعدة أو 
على صبغيات مختلفة د ذلك فأن کبریات شرکات الأدوية مستعلة ڈائما لتمونل 
مثل هذه المشاريع لمردوداتها الاقتصادية الكبيرة : ولأجل تقدي صورة ه واضحة عند 
إنتاج المضادات الحيوية عن طريق تقنيات الهندسة الوراثية فأننا سنأخذ إنتاج المضاد 
الحيوي الاكتينور ودين Actinorhodin‏ الذي تفرزه طبيعيا أعفان مسبحية تدعی 
Streptomyces coelicolor‏ كمثال على ذلك . 


الأستراتيجية العامة لإنتاج الاكتينورودين: 

ينقح الاكتينورودين طبيعياً من المسبحيات عن طريق سلسلة تفاعلات كيميائية 
تحكمها نواتج سبعة مورثات تقع جميعها بصورة متجاأورة على صبغي واحد . 

إن قطعة الحامض النووي ١4‏ الكاملة التي تحتوي هذه المورثات السبعة يبلغ 
حجمها حوالي 30 كيلو قاعدة ويمكن ربطها إلى ناقل مناسب ونقلها الى مسبحيات 
orاicoاS.coe‏ ذات طفرة وراثية لا تسمح لھا بإنتاج المضاد الحيوي . تنمى البكتيريا 
التحوله في وسط غذائي سائل مناسب تحت ظروف مناسبة لإنتأج المضاد الحيوي 
(شکل:11:10) 
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30 كيلو قاعدة 


ق ا قطعمة حامض نووي DNA‏ 


غل المورثات السسعه المسؤوله 
عن أنتاج المضاد الحيسوي 
الاكتينورودين ر 


نقل الى عفن مسبحي ذو طفرة وراثيه لا تسمح له بأنتاج المضاد الحيوي 
أنتاج المضاد الحيوي الاكتينورودين 


(الشكل 11-10): انتاج المضاد الحيوي الاكتينورودين بتقنيات الهندسة الوراثية 
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التفنية الحياتية في النيات 

إن تطبيقات الهندسة الوراثية فى مجال التقنيات الحياتية الطبية والصحية 
خت خا انعا لاه الك ةلاد الع ما اال يان: 

ولكن يبقى للنبات والزراعة أهمية كبيرة أخرى فى مجال التقنيات الحياتية 
للارتباط الواضح بين الانسان وصحته وغذائه . ونستطيع عبر تطبيق تقنيات الهندسة 
الورافة فرفر الغداء بشكل أفضل كما زعا هدا ضاف الى ساط أصتاف دة 
من النبات ذات القيمة الغذائية والاقتصادية العالية . 

إن النقص الغذائي الذي تعاني منه كثير من بلدان الأرض لا يرجع بالدرجة 
الأولى لعدم توفر الأرض اللازمة للزراعة بل إلى أسباب أخرى بعضها يرجع إلى 
الإنسان المزارع الا عر عاف لاان الان ل اها راخ الط وف اة 
وقد ساهم التطور الكبير في العلم والمعرفة الى أبتكار وسائل جديدة لرفع إنتاج 
الأرض تركزت في بداية هذا القرن على توفير المكائن والمعدات الآلية للزراعة لتطوير 
أساليب الإنتاج وكذلك توفير الأسمدة الكيميائية لرفع خصوبة الأرض . كما 
ساهمت الحملات الدعائية و الإعلامية يه التي تقو 8 ا دات 
يؤدي إلى رفع مستوى الأرض من u‏ الزراعي . إلا أنه ومع كل هذه الوسائل فأن 
ذلك إلى نوع الأصناف النباتية التي يتعامل معها المزارعون في أنحاء العالم والتي 

بقيت ( مع زيادة طفيفة 2 ة) على حالها من الإنتاج . 

لذلك فقد حا العلماء والباحثون شاط أصناف حديدهة ذات مردود 
اقتصادي أعلى من تلك المتوفرة . وساهمت الوراثة كثيرا فى توفير مثل تلك الأصناف 
عن طريق التضريب بين الأصناف مختلفة الجودة . 

و ثت تلك الاأشالنت العلمية ثورة حقيقية في 2 اازراعي حتی ك 
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كان نفس الهكتار ينتجه قبل عشرات من السنين وازداد الإنتاج في بعض مناطق 
العالم إلى أكثر من 200 مرة حتى أصبحت الوفره في بعض هذه الحاصيل ذات ضرر 
اقتصادي عليها . 

ومع ظهور الهندسة الوراثية وتطور أساليبها فكر العلماء مرة أخرى في استخدام 
هذه التقنيات لإنتاج نباتات أكثر مقاومة للأمراض وللأملاح إضافة إلى استنباط 
أصناف نباتية جديدة ذات صفات غذائية غير معتادة سابقا . وهكذا ظهرت للوجود 
نباتات جدیده مثل البوماتوهاه" ۴١‏ الهجينة بين البطاطا والطماطة وكذلك وتباتات 
منتجة للزيوت ذات إنتاج عال جداً مثل الزيتون ونخيل جوز الهند إضافة إلى نباتات 
الأخشان الختزلة النمو (تنمو خلال نصف الفترة اللازمة لها طبيعيا) . 

ويجري العمل الآن حشيثاً لإنتاج البروتينات الحيوانية ذات الأهمية الغذائية 
العالية فى النباتات . ولا نعرف إلى أي مدى ستصل إليه تقنيات الهندسة الوراثية 
في تطوير الزراعة ولكن ما تم أغجازه لحد الأن لا ثل من أحلام الإنسان سوى غيض 
من فيض . 

وسنتطرق إلى بعض الأساليب المستخدمة في تطوير النباتات . 
استخدام البلازميدات 1١‏ لإدخال مورثات جديدة فى النباتات 

البلازميد 11 هو بلازميد طبيعى ويتوفر كجزء من خلايا بكتيريا التربة التى 
تدعی بالاکروبکتریتم Agrobacterium RES‏ . تصیب ھهذہ البکتریا 0 
من أنواع النباتات ذات الفلقتين وتؤدي هذه الأصابة إلى ظهور ورم سرطاني في 
الكتلة الحذرية » يدعى هذا الورم بالمرارة التاجية آأهع سه۲ . يظهر هذا الورم 
كنتيجة لانتقال جزء من بلازميد gl (Transorming DNA . T-DNA,) Ti‏ 
صبغيات الخلايا النباتية عند موقع الإصابة ما يدفع بهذه الجلايا إلى الانقسام 
السرطاني لتكوين المراره التاجية وتتكاثر خلايا البكتريا لتشغل حيزا لا بأس به من 
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يتراوح حجم بلازمیدات T1‏ بین 200-150 ج قاعدي ويحتوي البلازميد عأدة 
على منطقة مشفرة لمرضية البلازميد ٥١٥۴‏ ا١١۷1‏ وأخرى تمثل القطعة اللسرطنة T-‏ 
نوع البلازميد) . 

ومورث مشفر لانزي تمشيل أو أيض مشتقات الاحماض الأمينية السابقة (شكل 
إنتاجها وتقوم البكتريا بتمثيل هذه المشتقات والاستفادة منها . وعلى ذلك فأن هذه 
البلازميدات غير مفيدة للنبات ولكنها مفيدة دا لفات 

تأتي أهمية هذه البلازميدات في إمكانية زراعة مورث معن مر تہ مع قملعة -1" 
N‏ هذا الورث ۳ الخلايا النباتية والتعببر ع . أن قطعة TT‏ 


مواقع قع الإ رتباط . 0 هذه لط ةة اشتقاق اا من T1 eT‏ 
کما تم اشتقاق ا هجينة من البلازميد ۲ وبلازميدات أخرى مثل البلازميد 
PBR 322‏ . 


ولأجل نقل مورث معين مثل مورث مقاومة الاعشاب الى نبات ذي فلقتين 
اشتخ دم انوميد ا اور ارلا عرزل الورك الطلرن من مجن الات 
الأصلي المقاوم للأعشاب بإحدى الطرق السابقة ثم ربطه في موقع بحيث تكون مواقع 
الارتباط البلازميدية على جانبي المورث . 

ينقل البلازميد الهجنن إلى بكتريا عن طريق التحول ثم تصاب 
الكتلة الجذرية للنبات بالبكتريا المتحولة لإنتاج المرارات التاجية . 
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روابط 
iin ¢‏ 
ر 1 بلازمید أوکتابین ۲ 
مورٹ مشفر <Q‏ ر 
لانزي أيق 
Virulence iy‏ 
Octapine‏ 2 
مورث مشفر لانزم 
ایض الاکروپین 8۲0۲1۸۴ ۸ 
روابط 
Oct‏ 
Vir‏ 
R A‏ 
Amp :‏ بلازىيد P8 R32‏ 


بعض مشتقات البلازمید آ٣‏ 


(الشكل 10 -12): تخطيط لتركيب الناقل البلازميدي 11 ولبعض مشتقاته. 


376 


إن استخدام هذه الطريقة لا يؤدي إلا إلى إنتأج أعداد محدودة من النباتات 
أملاً في الحصول على أجيال مقاومة للأعشاب . كما أنها طريقة محدودة لأنواع 
معينة من النباتات . فمثلا لا مكن استخدام بلازميدات ١١‏ لتطوير نباتات اقتصادية 
مهمة مثل الحنطة والشعير والشوفان والأرز وغيرها . لذلك فقد عكف العلماء على 
تطوير هذه الطريقه لجعلها مناسبة تماما للعديد من النباتات الاقتصادية . إضافة لإنتاج 
أعداد غفيرة من النباتات ذات الصفة الجديدة . 


لقد تم في هذا التطوير الاستغناء عن استخدام بكتيريا الاكروبكترم في العملية 
وذلك بإيلاج البلازميد ١‏ الهجين مباشرة إلى الخلايا النباتية .تم ذلك بإدخال ما 
يعرف بتقنية البروتوبلاست كأكهامهاه۴۲ والزراعة النسيجية cu) ۲٤‏ uائs‏ ا . 

تؤخذ أجزاء نباتية (الأوراق عادة) وتحول إلى محلول خلايا مفردة عن طريق 
المعاملة بالانزيات .تنمى الخلايا النباتية في وسط غذائي سائل لفترة ثم تعامل بأنزيم 
السليلوليز لإزالة الجدران الخلوية . 

تنقل الخلايا النباتية المؤلفة من بروتوبلاست محاط بغشاء خلوي رقيق إلى 
صحون زجاجية معقمة وتعامل مع محلول ملحي مؤلف من الجلايكول متعدد 
الاثيلين وكلوريد الكالسيوم . يضاف البلازميد الهجنن إلى الخلايا حيث تتمكن 
خلايا نباتية مختلفة العدد من الحصول عليه . 

وتستخدم الآأن تقنية أكثر كفاءة من الأملاح لإيلاج البلازميدات الهجينة إلى 
خلايا البروتوبلاست . تعتمد هذه على تعريض خلايا البروتوبلاست بوجود البلازميد 
الهجين إلى مجالات كهربائية شديدة لزيادة نفاذية أغشية الخلايا ورفع كفاءة تحولها . 
تسمى هذه التقنية بالانفاذ الکھهربائی ١٥0۹0مه۲)ء6اع‏ (شکل13-10) . 


تنمی الخلايا المتحولة بعد السماح لها بتکوین الحدران ا محددا کون 
الكالوس (كتل خلوية) . ينقل كل كالوس بعد معاملته هرمونياً إلى وسط غذائي 
صلب لأ جل النمو وإعطاء نبات صغير . تنقل النباتات هذه بعد ذلك الى الحقل 
مراقبة نموها وكشف التعبير عن المورث الجديد . 
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معاملة الخلايا بالحلايكول 
متعد د الاثيلين وكلوريد الكالسيوم 


أضافة محلول البلازميد الهجين الى الخلايا 
وتعريضها لصد مه حراریه وأخری بارده 


أنتاج كالوس 


على وسط a‏ 


تربية الخلايا في وسط زرعي 


يحتوي على أنزيم السليلوليز لانتاج خلايا بروتوبلاست 


\ خلایا بروتوبلاست کر 90 


أضافة البلازميد الهجين الى الخلايا 
وتعريضه الى مجالات كهربأئية عالية 


(الشكل:13-10) ستراتيجية استخدام خلايا البروتوبلاست لانتاج نباتات بصضات جديدة. 
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كما طورالباحثون طريقة أخرى لهندسة النباتات تعتمد على استخدام بكتيريا 
الأكروبكتري . تتم في هذه الطريقة هندسة مورث معين مع بلازميد ١1‏ احور ونقله 
إلى البكتريا .تقطع أوراق نباتية على هيئة قطع صغيرة الحجم وتعقم جيد ثم تخلط 
مع البكتريا الحولة . 

تنمى القطع بعد ذلك على أوساط غذائية مناسبة لإنتاج نباتات حيث يحدث 
الاخحلاف من الخلايا الموجودة على حافة القطع بتحفيز من البلازميد ١‏ . 

وإضافة لاستخدام البلازميد 1 ومشتقاته فأنه يتوفر الآن عدد من الرواشح 
النباتية المناسبة في الهندسة الوراثية الخاصة بالنبات ويكن الرجوع إلى فصل نواقل 
الهندسة الوراثية للتعرف عليها . 

وأخيراً فأن هناك محاولات عديدة لانجاح تطبيقات الهندسة الوراثية على 
النباتات بعضها حالفه النجاح والآخر لا يزال في الحأولة وأذكر على سبيل المثال 
الحاولات الناجحة لعزل مورثات جهاز ناف 5۷۲8۲۱ N۴۴‏ من بکتيريا عقد 
البقوليات (الرايزوبيون (Rhi¡Zz0510‏ والتي تستخدم لاأجل تثبيت النتروجين الجوي 
عن طريق تصنيع الجلوتامين وتريره إلى النبات . وتستهدف هذه الحاولة نقل هذه 
المورثات إلى النباتات الأخرى لاستخدام النتروجين الجوي كسماد طبيعي . كما أن 
هناك محاولات مختلفة أخرى تستهدف الخصول على محاصيل زراعية ذات 
بروتينات حيوانية وغير ذلك . 
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